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Aryl hydrokarbonreseptor (AHR) er en ligandaktivert transkripsjonsfaktor som regulerer en rekke fase 
I- og fase II biotransformasjonsenzymer. AHR tilhører en familie av transkripsjonsfaktorer som 
inneholder et basisk heliks loop heliks (bHLH)- og et Per-ARNT-Sim (PAS) domene. AHR aktiveres av en 
rekke halogenerte og polyaromatiske forbindelser, hvor den svært giftige forbindelsen 2,3,7,8-
tetraklorodibenzo-p-dioksin (2,3,7,8-TCDD) har vært en prototype-agonist i forsøk med AHR. I tillegg 
til å være en reseptor for eksogene forbindelser, har AHR også viktige fysiologisk roller. I fisk eksisterer 
det flere ulike varianter av AHR. Disse kan deles i to hovedgrupper kalt AHR1 og AHR2. Mange av de 
skadelige effektene i fisk som induseres av 2,3,7,8-TCDD og lignende forbindelser medieres gjennom 
AHR2. I genomet fra Atlanterhavstorsk (Gadus morhua), som er en økologisk og økonomisk viktig 
teleost, er det i genomsekvensen annotert to ahr-gener, ahr1 og ahr2.  
Målet med denne oppgaven var å klone, sekvensere, og karakterisere AHR2, og etablere et gen -
reportersystem for å studere aktivering av reseptoren med ulike ligander. Gen-reporter-systemet ble 
basert på AHR2 fusjonert til det DNA-bindende domenet av Gal4, en transkripsjonsfaktor fra gjær. 
Sekvensanalyser viste at torskAHR2 kodes av 3384 nukleotider som utgjør et predikert protein på 1128 
aminosyrer og en estimert molekylvekt på 122,7 kDa. Sekvenssammenstilling av AHR2 fra torsk med 
AHR2 fra andre fisk, viste en høy grad av konservering i bHLH- og PAS-domenene, inkludert aminosyrer 
forbundet med ligand- og DNA-binding. Den C-terminale delen av AHR2 er lite konservert blant ulike 
fisk, og som for andre fisk inneholder torskens AHR2 ikke et glutamin-rikt transaktiveringsdomene. Det 
ble vist at AHR2 er et funksjonelt protein som kan binde og aktiveres av strukturelt ulike ligander in 
vitro. AHR2 ble aktivert av forbindelsene β-naftoflavon, benzo(a)pyren, PCB-126 og, formylindolo[3,2-
b]carbazol (FICZ), men ikke fenantren, α-naftoflavone og PCB-153. FICZ, som er et endogent 
signalmolekyl induserte aktivering av AHR2 ved svært lave konsentrasjoner (pM). 
Basert på sekvensdata og studier av ligandbinding, foreslås det at AHR2 fra torsk har en rolle som 
sensormolekyl for eksogene forbindelser i torsk, og en rolle som regulator av biotransformasjon (og 










































Forkortelse Full navn 
  
2,3,7,8-TCDD 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin 
A230/260/280 Absorbans ved 230/260/280 nm 
AGE Agarose gel-elektroforese 
AHH aryl hydrokarbon-hydroksylase 
AHR Aryl hydrokarbonreseptor 
ANF Α-naftoflavon 
ARNT Aryl hydrokarbonreseptor kjernetranslokator 
bHLH Basisk heliks loop heliks 
BNF Β-naftoflavon 
bp Basepar 
CALUX Kjemisk aktivert luciferase-genuttrykking 
cDNA Komplimentert DNA 
CYP Cytokrom P450 
DBD DNA-bindende domene 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMSO Dimetyl sulfoksid 
dNTP Deoksynukleotider 
FBS Fetal Bovin Serum 
FICZ 6-formylindolo[3,2-b]carbazol 
GC Guanin-cytosin 
GST Glutation S-transferase 
HAH Halogenerte aromatiske hydrokarboner 
HIF Hypoksia induserbar faktor 
HSP90 Varmesjokk-protein 90 
kb Kilobase 
LBD Ligand-bindende domene 
PAH Polyaromatisk hydrokarbon 
PAS Per-ARNT-Sim 
PBS Fosfatbufret løsning 
PCB Polyklorert bifenyl 
PCB-126 3,3',4,4',5-Pentaklorobifenyl 
PCR Polykjede-reaksjon 
PXR Promiskuøs xenobiotisk reseptor 
RFE Relativ fluorescense-enhet 
RLE Relativ lucierase-enhet 
RPM Rotasjoner per minutt 
RSD Relativt standardavvik 
SAP Alkaline fosfatase fra reke 
SD Standardavvik 
TAD Transkripsjonell aktiveringsdomene 
TAE Tris Acetat EDTA 





UAS Oppstrøms aktiveringssekvens 
UiB Universitetet i Bergen 
x g x gravitasjonskraften 
XAP2 Hepatitt B virus X-assosiert protein 




I denne oppgaven er proteiner navngitt med STORE bokstaver. 









Industrialisering og utvikling av ny teknologi har gitt en betydelig velstandsøkning i mange deler av 
verden, men har sammen med befolkningsøkningen og økt ressursbruk også ført med seg et betydelig 
press på naturressurser og økosystemer. Overbeskatning, klimaendringer og forurensning er noen av 
de mer alvorlige miljøproblemene som det moderne samfunnet står ovenfor. Forurensning er 
uønskede elementer i miljøet som kan ha negative virkninger på dyreliv og mennesker, og er en 
konsekvens av utslipp fra blant annet industri, kraftproduksjon og bruk av syntetiske materialer.   
Kunnskap og forståelse av hvordan kjemiske forbindelser og annen forurensning påvirker levende 
organismer og økosystemer, bidrar med å forbygge og hindre at forurensning fører til alvorlige 
konsekvenser for miljøet som vi alle avhenger av. 
 Miljøgifter 
Miljøgifter er en samlebetegnelse på en stor og variert gruppe av forbindelser som er giftige, eller som 
kan antas å være giftige, selv i svært lave konsentrasjoner. Mange av disse forbindelsene er lite eller 
tungt nedbrytbare (persistente), både i miljøet og i organismer. Ved utslipp til miljøet kan vind og 
havstrømmer frakte disse forbindelsene over store avstander. Det er derfor mulig å detektere relativt 
høye konsentrasjoner av miljøgifter langt borte fra utslippskilden, blant annet i arktiske og polare 
områder (de Wit et al. 2010; Riget et al. 2010). Mange av miljøgiftene er også upolare og fettløselige. 
Disse egenskapene favoriserer opptak i fettholdige vev, og nivåene av en forbindelse kan bli høyere i 
organismen enn i det omliggende miljøet. Da mange forbindelser er persistente, vil inntaket av slike 
stoffer gjennom føde og fra andre kilder være større enn hva som blir utskilt. Dette medfører at 
konsentrasjonen av forbindelsen i organismer øker over tid, et fenomen som kalles for 
bioakkumulering. Konsentrasjonen av en forbindelse vil også kunne øke mellom ulike ledd i 
næringsnettet (biomagnifikasjon) og organismer på høyere trofiske nivå kan dermed inneholde 
betydelige mengder av miljøgifter. Spesielt utsatt er organismer på toppen av næringskjeden, for 
eksempel store fisker, fugler og pattedyr som hval, sel, isbjørn og mennesker. En oversikt over 
bioakkumulering og biomagnifikasjon av miljøgifter i levende organismer er vist i Figur 1.  
Mange av forbindelsene som i dag regnes som miljøgifter har vært produsert i stor skala, som for 
eksempel insekt- og plantevernmidler og tilsetninger i industri- og husholdningsprodukter hvor det har 
vært stilt krav til spesielle egenskaper. Et velkjent eksempel er DDT (dikloro-difenyl-trikloroetane), et 





Nedbrytningsprodukter av DDT førte blant annet til en nedgang i mange rovfuglebestander, som følge 
av tynnere eggeskall (Lundholm 1997).  Noen forbindelser som regnes som miljøgifter har ikke vært 
produsert direkte, men oppstår som biprodukter av kjemikalieproduksjon, industriprosesser eller 
forbrenning. Økt bevissthet rundt påvirkning av miljøet de siste tiårene, har ført til internasjonale 
avtaler om utfasing av mange stoffer. Stockholm-konvensjonen fra 2001 (UNEP 2001) trådde i kraft i 
2004 med mål om å begrense produksjon og utslipp av miljøgifter, og er per i dag ratifisert av 179 land. 
Konvensjonen omhandlet i utgangspunktet 12 forbindelser (kjent som” the dirty dozen”), blant annet 
DDT og polyklorerte bifenyler (PCB), men har senere blitt utvidet til å gjelde en rekke andre 
forbindelser, blant annet polybromerte- og polyfluorerte molekyler. Andre stoffer er lite persistente i 
miljøet, men kan gjennom kontinuerlige utslipp påvirke levende organismer på en negativ måte. En 
rekke av disse forbindelsene har blitt klassifisert som hormonhermere, dvs. stoffer eller blandinger 
som påvirker funksjonen til det naturlige hormonsystemet og som har en negativ innvirkning på 
organismen. Et eksempel er det syntetiske østrogenet, 17α-etynyl estradiol (EE2), blant annet brukt i 
prevensjonsmidler, som har vist å kunne påvirke reproduksjonsrate og ha negative virkninger på 
bestandsnivå av fisk (Kidd et al. 2007). Bisfenol A (BPA) er en annen forbindelse som blant annet blir 
brukt i plast- og epoksyproduksjon, og har blitt vist å påvirke reproduksjonssystemet i fisk (Flint et al. 
2012). 
Figur 1 -  Forurensning i levende organismer. Fettløselige og 
tungt nedbrytbare forbindelser vil over tid oppkonsentreres i 
enkeltorganismer og mellom trofiske nivå. Illustrasjon: 




Utslipp og avrenning fra forurensede landmasser, industri og avløpsvann fører til at mange miljøgifter 
ender opp i akvatiske miljøer og kan påvirke vannlevende organismene, blant annet fisk. Nivåene av 
ulike forbindelser i levende organismer vil avhenge av i hvor stor grad forbindelsen blir tatt opp, 
distribuert, metabolisert og fjernet fra organismen. 
 
 Biotransformasjon 
Fisk og andre vertebrater har en rekke enzymatiske systemer som er involvert i metabolisme og 
utskillelse av både endogene og eksogene forbindelser (blant annet miljøgifter). Hos fisk, som i andre 
vertebrater, er leveren et sentralt organ for opptak, metabolisme og lagring av næringsstoffer, men 
også viktig for metabolisme og utskillelse av fettløselige forbindelser, inkludert mange fremmedstoffer 
(Hinton et al. 2008). Biotransformasjon er en betegnelse på en serie av reaksjoner som omdanner og 
modifiserer forbindelser til mer vannløselige metabolitter som gjør at de lettere kan fjernes fra 
systemet, men som i noen tilfeller også kan resultere i mer reaktive mellomprodukter som er skadelige 
for organismen. Biotransformasjon består av flere faser som involverer ulike typer proteiner (Schlenk 
et al. 2008). Fase I-reaksjoner inkluderer reduksjon, oksidasjon og hydrolyse som omdanner upolare 
og fettløselige forbindelser til mer polare og vannløselige forbindelser. Disse reaksjonene er blant 
annet katalysert av cytokrom P450 (CYP) enzymer, dehydrogenaser og epoksid hydrolaser (fase I). 
Neste steg i biotransformasjonen består av fase II-reaksjoner som øker forbindelsenes polaritet 
ytterligere ved konjugering av fase I-metabolittene med endogene molekyler. Eksempler på grupper 
av fase II enzymer er glutation S-transferaser (GST), UDP-glukuronosyltransferaser (UGT) og NAD(H)P: 
Quinon oksidoreduktase 1 (NQO1). Den siste fasen av biotransformasjon er når vannløselige 
forbindelser fra fase II transporteres ut fra cellen (ofte kalt fase III). Dette kan skje gjennom 
interaksjoner med ATP-bindende kassett (ABC)-proteiner (Lončar et al. 2010).  
 
 Transkripsjonsfaktorer 
Mange biotransformasjonsenzymer reguleres gjennom spesifikke transkripsjonsfaktorer. Dette er 
proteiner som binder til DNA og medierer transkripsjonen av bestemte målgener. En stor gruppe av 
transkripsjonsfaktorer som er viktig i forbindelse med å forstå hvordan organismer responderer til 
miljøgifter er reseptorer som aktiveres av xenobiotiske forbindelser (XAR). Det finnes fire 
hovedgrupper av disse reseptorene: Aryl hydrokarbonreseptor (AHR), NFE2 (Kjernefaktor erythroid 2)-
relatert faktor 2 (Nrf2), metall-responsiv transkripsjonsfaktor 1 (MTF1) og kjernereseptorene (NR) (Ma 




enzymer involvert i både fase I og fase II av biotransformasjonen, som CYP1A1, CYP1A2, CYP2 (fase I) 
og GSTA2, UGT1A1 og UGT1A6 (fase II) (Kohle & Bock 2007). Nrf2 aktiveres av blant annet oksidanter, 
elektrofiler og metaller som kadmium, krom og arsen, og har en rolle i beskyttelse mot oksidativt stress 
(Ma 2013). Reseptoren regulerer en rekke gener, blant annet GST, UGT, NQO1 og CYP2A5. MTF1 
regulerer cellulære responser ved metalleksponering gjennom regulering av gener involvert blant 
annet i transport av metaller og metallhomeostase (Günther et al. 2012).  Kjernereseptorene er en stor 
familie av transkripsjonsfaktorer som er involvert i blant annet hormonsignalisering, men som kan 
binde ulike xenobiotiske stoffer. To viktige kjernereseptorer er konstituativ androstan-reseptor (CAR) 
og promiskuøs xenobiotisk reseptor (PXR, også kjent som pregnan X reseptor) som regulerer blant 
annet CYP2C9 og CYP3A4 (fase I), UGT1A1, UGT1A6 og UGT1A9 (fase II) og fase III protein, og ulike 
multi-legemiddelresistens-assosierte protein (MRP) (fase III) (Klaassen & Aleksunes 2010; Kohle & Bock 
2009). Felles for alle de overnevnte transkripsjonsfaktorene er at de gjenkjenner og binder til spesifikke 
DNA-sekvenser, såkalte responselement som ligger oppstrøms for de ulike målgenene. Ved 
ligandbinding interagerer reseptoren med responselementet, i mange tilfeller som en dimer og 
regulerer uttrykkingen av genet. Reseptorene dimeriserer enten med seg selv (som for MTF1 og 
enkelte kjernereseptorer) eller med andre protein.  
 
 Aryl hydrokarbonreseptor 
AHR er en ligandaktivert transkripsjonsfaktor som regulere transkripsjon av en rekke enzymer involvert 
i biotransformasjon, og har vært mye studert for sin evne til å binde halogenerte aromatiske 
hydrokarboner (HAH) og polyaromatiske hydrokarboner (PAH). Den svært giftige forbindelsen 2,3,7,8-
tetraklorodibenzo-p-dioksin (2,3,7,8-TCDD) binder til AHR med høy affinitet og mye av det som er kjent 
om AHR og induksjon av blant annet CYP1A, er fra studier basert på denne forbindelsen (Beischlag et 
al. 2008).  
AHR er medlem av en familie av transkripsjonsfaktorer som inneholder et basisk heliks loop heliks 
(bHLH) og Per-ARNT-Sim (PAS) domene (Figur 2). PAS-domenet er vidt utbredt i bakterier, arker og 
eukaryoter (Taylor & Zhulin 1999) og var opprinnelige definert på bakgrunn av homologe sekvenser 
fra tre forskjellige proteiner; Per, Sim og ARNT (McIntosh et al. 2010). PAS-domenet finnes også i andre 
transkripsjonsfaktorer, blant annet i HIF- (hypoksia induserbar faktor) og CLOCK-proteiner som er 
involvert i reguleringen av sentrale metabolske funksjoner som tilgang på oksygen og døgnrytme 
(McIntosh et al. 2010). Sammenlignet med AHR i pattedyr (95-130 kDa) er AHR i fisk litt større (105-
145 kDa) (Hahn 1998). En oversikt over de funksjonelle delene av AHR og områdene for binding til 




kDa (Kazlauskas et al. 1999).  I dette komplekset er AHR bundet til to varmesjokk 90 (HSP90) proteiner 
(90 kDa) (Chen & Perdew 1994; Fukunaga et al. 1995). HSP90-proteinene er bundet til AHR gjennom 
bHLH- og PAS B- domenene (Fukunaga et al. 1995; Perdew & Bradfield 1996; Whitelaw et al. 1993). 
HSP90 sørger for å holde AHR i en inaktiv tilstand når reseptoren ikke er bundet til en ligand (Heid et 
al. 2000; Soshilov & Denison 2011). Binding av HSP90 til AHR er overlappende med den ligandbindende 
lommen i PAS B domenet. Det har blitt vist at  ligandbinding til et GST-merket-AHR-PASB fragment 
resulterer i en dissosiering av HSP90 (in vitro), selv om tilsvarende ikke ble observert i full-lengde AHR 
(Soshilov & Denison 2011). Binding av HSP90 til bHLH-domenet av AHR er også viktig i regulering og 
transport av AHR etter ligandbinding (Kazlauskas et al. 2001). AHR inneholder et kjerne-
lokaliseringssignal (NLS) som er nødvendig for transport av proteinet fra cytoplasma til cellekjernen 
(Ikuta et al. 1998). NLS-sekvensen i AHR befinner seg i bHLH-domenet, og er delvis overlappende med 
den DNA bindende delen av AHR (Ikuta et al. 1998). I ubundet AHR er NLS-sekvensen trolig maskert av 
HSP90 som hindrer reseptorprotein involvert i transport over kjernemembranen å gjenkjenne NLS 
(Ikuta et al. 1998; Ikuta et al. 2004). 
 I tillegg til HSP90 inneholder AHR-komplekset et 38 kDa protein, hepatitt B virus X-assosiert protein 
(XAP2, også beskrevet som ARA9 og AIP) (Carver & Bradfield 1997; Ma & Whitlock 1997; Meyer et al. 
1998). XAP2 binder til PAS-domenet i AHR og er avhengig av et stabilt AHR-HSP90 kompleks for binding 
(Kazlauskas et al. 2001). XAP2 er trolig involvert i lokalisering og stabilisering av AHR-komplekset i 
cellen, men i hvilke grad denne kofaktoren regulerer AHR-aktivitet er ikke kjent (Hollingshead et al. 
2006; Kazlauskas et al. 2001). Den siste delen av AHR-komplekset er proteinet p23 (Kazlauskas et al. 
1999). p23 binder til både bHLH og PAS B domenet av AHR, og har trolig en stabiliserende effekt på 
AHR-HSP90-komplekset (Kazlauskas et al. 2001). AHR kan binde ligander uavhengig av p23, og er 
Figur 2 - Funksjonelle domener i AHR. Basert på annotering av AHR fra mus (M. musculus) (Berg & 
Pongratz 2001; Fukunaga et al. 1995; Ikuta et al. 1998). NLS: Kjerne-lokaliseringssignal. NES: Kjerne-




uavhengig av p23 for å oppnå en funksjonell 
respons (Flaveny et al. 2009), men fravær av p23 
fører til en destabilisering av AHR som tillater 
ligand-uavhengig binding til responselementer 
sammen med Aryl hydrokarbonreseptor 
kjernetranslokator (ARNT) (Kazlauskas et al. 1999; 
Kazlauskas et al. 2001). Ved binding en ligand, 
transporteres AHR til cellekjernen, samtidig som 
HSP90, XAP2 og p23 frigjøres, og AHR danner en 
heterodimer med ARNT (Denison et al. 2002; 
Probst et al. 1993).  
ARNT er et annet bHLH-PAS protein på omtrent 80 
kDa (78 kDa i killifisk (Fundulus heteroclitus) og 87 
kDa i menneske (Powell et al. 1999)) og er 
nødvendig for den gen-regulerende aktiviteten til 
AHR og andre bHLH-PAS-transkripsjonsfaktorer, blant annet HIF2α (Figur 3) (Gordan & Simon 2007; Ko 
et al. 1996). ARNT ble på et tidspunkt antatt å være involvert i translokalisering av AHR fra cytoplasma 
til cellekjerne ved ligandbinding, derav navnet (Hoffman et al. 1991). Det viste seg derimot at ARNT i 
all hovedsak befinner seg i kjernen, både med og uten eksponering til for kjente AHR agonister (Holmes 
& Pollenz 1997; Pollenz et al. 1994; Sojka et al. 2000). AHR-ARNT-komplekset (200 kDa), som blir 
dannet ved ligandbinding til AHR, gjenkjenner og binder responselementet kalt xenobiotisk 
responselement (XRE, også kjent som dioksin responselement) (Denison et al. 1988; Probst et al. 1993). 
En oversikt over noen av de mest sentrale mekanismene av AHR-indusert transkripsjon av cytokrom 
P450 enzymet CYP1A er vist i Figur 4.  
Den transkripsjonsregulerende aktiviteten til AHR-ARNT-komplekset etter DNA-binding 
(transaktivering) er avhengig av en rekke kofaktorer som interagerer med den C-terminale delen av 
AHR. Det er blant annet vist at den C-terminale delen av AHR er nødvendig for å indusere CYP1A1 
mRNA-transkripsjon in vivo ved eksponering for 2,3,7,8-TCDD (Ko et al. 1996). Den C-terminale delen 
av ARNT er mindre viktig i dette, mens de N-terminale delene, involvert i dimerisering med AHR og 
DNA-binding er nødvendig. Hos pattedyr inneholder C-terminalene av AHR og ARNT en region med 
flere transkripsjonelle aktiveringsdomener (TAD), som er involvert i rekruttering av en rekke kofaktorer 
ved DNA-binding. Et eksempel er steroid reseptor koaktivator 1 (SRC-1) som er en av mange kofaktorer 
som innehar histon acetyltransferase-aktivitet og interagerer med AHR (Hankinson 2005). TAD-
regionen i AHR består av flere domener. Disse områdene inneholder en stor andel av glutamin, sure 
Figur 3 - ARNT:HIF2α heterodimer-kompleks 
med HRE DNA fra mus. Krystallstrukturen til 
ARNT i kompleks med HIF2α bundet til 
hormon responselement (HRE). Figur fra RCSB 
PDB (www.rcsb.org) av PDB ID 4ZPK (Berg & 
Pongratz 2001; Ikuta et al. 1998; Wu et al. 




aminosyrer (aspartat og glutamat), prolin og serin, og hvor domenene har en uavhengig funksjon av 
hverandre i forbindelse med transaktivering (Ko et al. 1997; Sogawa et al. 1995). I ARNT er domenet 
som er involvert i transaktivering todelt, og strekker seg over et kortere område sammenlignet med 
AHR (Sogawa et al. 1995). I tillegg til den klassiske mekanismen hvor AHR dimeriserer med ARNT ved 
ligandbinding og binder til XRE, kommuniserer AHR også med andre systemer, som 
østrogenreseptoren (ER) (Swedenborg & Pongratz 2010). Blant annet har 2,3,7,8-TCDD blitt vist å 
mediere anti-østrogene effekter gjennom AHR in vitro, samtidig som ER kan ha en rolle i AHR-mediert 
genregulering (Göttel et al. 2014). AHR kommuniserer også med mitogen-aktiverte proteinkinaser 
(MAPK), som i tillegg til å modulere AHR-aktivitet kan ha en rolle i prosesser som er viktig for celledeling 
og celledød, blant annet ved interaksjoner med retinoblastoma protein og E2F-transkripsjonfaktor-
protein (Puga et al. 2009). Det har blitt vist at i sebrafisk reguleres cyp3a65 av både PXR og AHR, og 
induseres ved eksponering til 2,3,7,8-TCDD (Tseng et al. 2005). I tillegg til hverandres målgener, har 
PXR og AHR også blitt vist å regulere uttrykking av seg selv og hverandre (Chang et al. 2013; Kubota et 
al. 2015). Problemer med å fremstille tilstrekkelig mengder av AHR rekombinant, har gjort det 
vanskelig å bestemme den eksakte strukturen til proteinet og det er foreløpig kun PAS A-domenet fra 
mus som har en kjent krystallstruktur (Dalei et al. 2013). Det eksisterer derimot strukturer fra andre 
PAS-proteiner (f.eks. HIF2α) som har bidratt med viktig informasjon om AHR sin funksjon, blant annet 
gjennom in silico modellering (Pandini et al. 2009).  
Figur 4 - Skjematisk oversikt over ligand-indusert AHR-aktivering. Uten bundet ligand finnes AHR i 
cytoplasma i et kompleks med HSP90, XAP2 og p23. Ved binding til en ligand, transporteres komplekset 
inn i cellen, hvor kofaktorene frigjøres, og AHR dimeriserer med ARNT. AHR-ARNT dimeren binder til 
XRE som finnes oppstrøms for målgenet CYP1A1 og initierer transkripsjon av genet. CYP1A1 er blant 
annet involvert i biotransformasjon av benzo(a)pyren til benzo(a)pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoksid.




 AHR i fisk 
I motsetning til de fleste pattedyr, hvor det i hovedsak kun eksisterer en variant av AHR, har mange 
fiskearter opptil flere ulike varianter av AHR. Disse kan deles inn i to hovedgrupper, AHR1 og AHR2 
(Hahn et al. 1997). I tillegg til de to hoved-variantene eksisterer det en tredje gruppe AHR3, som så 
langt bare er funnet i bruskfisk (Hahn & Karchner 2011). Tilstedeværelsen av de ulike AHR variantene 
er trolig resultatet av en rekke evolusjonære begivenheter hvor enten hele genom-materialet har 
gjennomgått dupliseringer, eller hvor bare gen-materialet til AHR har blitt duplisert (Hahn 2002; Hahn 
2006). Dette har resultert i, at det nå finnes en stor diversitet av AHR-gener i ulike vertebrater, og AHR 
er beskrevet i en rekke fiskearter. I den mye brukte modellorganismen sebrafisk (Danio rerio) finnes 
det tre varianter av AHR; AHR1a, AHR1b og AHR2 (Andreasen et al. 2002a; Karchner et al. 2005; 
Tanguay et al. 1999). I atlanterhavslaks (Salmo salar) har det skjedd en ytterligere genomduplisering 
som medfører at det eksisterer seks varianter; fire AHR2 og to AHR1 (Hansson et al. 2004; Hansson & 
Hahn 2008). Det har også blitt klonet et eller flere AHR-gener fra killifisk (Fundulus heteroclitus) 
(Karchner et al. 1999), gullfisk (Carassius auratus) (Lu et al. 2013), rød havbrasme (Pagrus major) 
(Yamauchi et al. 2005), regnbueørret (Oncorhynchus mykiss) (Abnet et al. 1999b) og atlantisk tomcod 
(Microgadus tomcod) (Roy & Wirgin 1997; Wirgin et al. 2011). 
 
 Ligander for AHR 
AHR-signalveien er kjent for å kunne aktiveres av en rekke endogene og eksogene forbindelser. 
Klassiske ligander for AHR er dioksiner og andre dioksinlignende forbindelser (Figur 5). Dette er en 
gruppe av HAH-forbindelser, som hovedsakelig består av polyklorerte varianter av dibenzo-p-dioksiner 
(PCDD), dibenzofuraner (PCDF) og bifenyler (PCB). Disse forbindelsene er i hovedsak er av antropogen 
opprinnelse og oppstår gjennom ulike typer av forbrenning, industri-prosesser som blant annet 
papirproduksjon, og direkte eller som biprodukter av produksjon av kjemikalier som for eksempel PCB 
(Kulkarni et al. 2008). På grunn av sine spesielle egenskaper, som høy kjemisk stabilitet, liten 
brennbarhet, lav akutt toksisitet og elektrisk isolerende egenskaper, har PCB-forbindelser vært brukt 
til en rekke industrielle formål. Blant annet har det vært mye brukt i transformatorer og kondensatorer, 
i hydraulisk utstyr, smøringsmidler og som tilsetningsstoff i andre produkter (Borja et al. 2005). Den 
viktigste kilden til dioksiner og furaner er gjennom forbrenning av blant annet husholdningsavfall 
(Kulkarni et al. 2008). PCB og de andre dioksinlignende forbindelser viste seg etter hvert å ha en rekke 
uheldige egenskaper, blant annet at de brytes sakte ned i miljøet, transporteres over store avstander, 
og akkumulerer i biologiske systemer, spesielt organismer på toppen av næringskjeden (Erdmann et 




land innført forbud mot bruk og produksjon av PCB-forbindelser allerede på 1970-tallet (Borja et al. 
2005), og noe senere i Norge i 1979 (Andersson et al. 2004). Dioksiner, furaner og PCBer er en del av 
de opprinnelige forbindelsene i Stockholm-konvensjonen. Det eksisterer henholdsvis 75, 135 og 209 
ulike kongenerer (isoformer) av PCDD, PCDF og PCB, men kun et fåtall av disse forbindelsene forårsaker 
dioksin-lignende toksisitet. For PCDD og PCDF gjelder dette de kongenerene med klor-atomer i 
posisjon 2,3,7 og 8, og for PCB, kongenerer med fire eller flere klor-atomer i posisjoner som tillater 
molekylet å innta en planær konfigurasjon (Kulkarni et al. 2008). Av de dioksinlignende forbindelsene 
er 2,3,7,8-TCDD blant forbindelsene med størst potensiale for AHR-mediert toksisitet. 2,3,7,8-TCDD 
binder til AHR med høy affinitet har vært brukt som referanse for å bestemme toksisk ekvivalentfaktor 
(TEF), et tall på toksisk potensiale for dioksinlignende forbindelser i forhold til 2,3,7,8-TCDD (Van den 
Berg et al. 1998; Van den Berg et al. 2006). Av de dioksinlignende PCB-forbindelsene målt i lever fra 
torsk fra Barentshavet og vårgytende sild fra Norskehavet, utgjorde kongeneren PCB-126 (3,3',4,4',5-
Pentaklorobifenyl) den største andelen (Frantzen et al. 2011; Julshamn et al. 2013). Av ikke-
dioksinlignende forbindelser var PCB-153 (2,2',4,4',5,5'-Heksaklorobifenyl) og PCB-138 (2,2',3,4,4',5'-
Heksaklorobifenyl) de dominerende kongenerene.  
 
Figur 5 – Eksempler på AHR-ligander. AHR kan binde og aktiveres av en rekke ligander, blant annet 





En annen viktig gruppe av forbindelser som kan binde AHR er PAH-forbindelser. Dette er stoffer som 
består av to eller flere konjugerte benzenringer. En rekke PAH-forbindelser induserer CYP1A i fisk eller 
cellelinjer, spesielt forbindelser med 4 eller flere benzenringer, som blant annet benzo(a)pyren og 
benzo[k]fluoranthene (Lee & Anderson 2005). Det finnes både naturlige og menneskeskapte kilder til 
PAH-forbindelser. PAH-forbindelser kan oppstå i og blir distribuert naturlig fra vulkaner, skogbranner 
og naturlig utsiving av olje. PAH-forbindelser blir også dannet ved ufullstendig forbrenning av fossilt 
brensel, tjære, tre, avfall og ved utslipp fra petroleumsaktivitet (Haritash & Kaushik 2009). Eksempler 
på PAH-forbindelser er vist i Figur 5. I tillegg til de klassiske AHR forbindelsene som HAH og PAH, finnes 
det en rekke andre strukturelt diverse forbindelser som kan binde AHR (Denison & Nagy 2003; Nguyen 
& Bradfield 2008). Dette er forbindelser som ikke nødvendigvis har vist seg å ha noen fysiologiske 
effekter, men som potensielt kan ha en rolle i AHR signalisering (Nguyen & Bradfield 2008). Spesielt i 
planter og i plantebasert materiale finnes det en rekke naturlige forbindelser (blant annet karotenoider 
og flavonoider) som direkte eller gjennom metabolitter kan binde AHR, i tillegg til endogene 
forbindelser som indoler, tetrapyroler og metabolitter av arakidonsyre (Denison & Nagy 2003).  
 
 
 AHR mediert toksisitet 
Fisk er spesielt følsomme for eksponering til HAH- og PAH-forbindelser på tidligere stadier av 
utviklingen. Etter eksponering av rød havbrasme-embryo for 2,3,7,8-TCDD har man observert 
endringer i en rekke morfologiske trekk, som plommesekk-ødem, redusert vekst, underutviklede 
kjever og finner, og deformiteter i ryggsøyle (Yamauchi et al. 2006). Et av de mest utsatte organene i 
fiskeembryo ved eksponering for 2,3,7,8-TCDD er hjertet, hvor det blir observert blant annet 
strukturelle deformiteter og nedsatt hjertefunksjon (Antkiewicz et al. 2006; Clark et al. 2010). Med 
hensyn til toksiske effekter på hjerte har det i sebrafisk blitt observert en lavere sensitivitet på senere 
utviklingsstadier (25 dager etter befruktning) (Lanham et al. 2012). På senere stadier oppstår det 
derimot andre effekter ved eksponering til 2,3,7,8-TCDD, blant annet kakeksi (wasting syndrome) og 
deformiteter i hode og finner. Baker et al. (2013) observerte at eksponering for 2,3,7,8-TCDD ved 
tidlige utviklingsstadier (3-7 uker etter befruktning) hos sebrafisk medfører effekter hos voksne 
individer, blant annet endringer i reproduksjonssystemet og endret beinutvikling/deformiteter, samt 
reproduktive effekter også i den påfølgende generasjonen. Som vist i Figur 6 er det store artsforskjeller 
i hvor sensitive ulike arter er for eksponering mot 2,3,7,8-TCDD (basert på embryodødelighet), hvor 




   
Det finnes en rekke studier som har hatt som mål å undersøke hvilke av AHR-variantene i fisk som er 
ansvarlig for å mediere responsene ved eksponering for ulike AHR agonister. Det har blitt vist at selv 
om både AHR1b og AHR2 fra sebrafisk, og AHR1 og AHR2 fra killifisk kan binde 2,3,7,8-TCDD, så har 
AHR1-variantene lavere transaktivering i in vitro gen-reporter-forsøk  (Karchner et al. 2002; Karchner 
et al. 2005). For å undersøke rollen til AHR1 og AHR2 har det i mange studier blitt benyttet embryo 
injisert med AHR-spesifikk antisense oligonukleotider (morfolino) som reduserer mengden av ønsket 
AHR variant. Mange av effektene på hjerte observert i sebrafisk-embryo etter eksponering for PCB-
126 og 2,3,7,8-TCDD, blant annet misdannelse av hjertekammerne, hjertevolum, effekt og hjerteødem 
ble redusert ved injeksjon av AHR2-morfolinoer (Antkiewicz et al. 2006; Jönsson et al. 2007). Uttrykking 
av CYP1-genene cyp1a, cyp1b1, cyp1c1 og cyp1c2 ved eksponering for PCB-126 og 2,3,7,8-TCDD ble 
også redusert (Jönsson et al. 2007). Tilsvarende ble observert i embryo fra killifisk, hvor injeksjon av 
AHR2-morfolinoer ga en reduksjon av hjertedeformiteter forbundet med eksponering til β-
naftoflavon, benzo[k]fluoranthene, benzo(a)pyren og PCB-126 (Clark et al. 2010). Mye tyder derfor på 
at AHR2 har en viktig rolle i forbindelse med dioksin-indusert toksisitet i fisk. 
Figur 6 - Embryotoksisitet i fisk. LD50 for utvalgte fiskearter. Basert på data fra Elonen et al. (1998); 
Toomey et al. (2001); Walker og Peterson (1991); Walker et al. (1991); Walker og Peterson (1994); 





























Atlanterhavstorsk (Gadus morhua) er en teleost i torskefamilien (Gadidae) som har sitt 
utbredelsesområde i nordlige deler av Atlanterhavet (Figur 7). Det eksisterer flere ulike bestander, og 
i norske farvann kan atlanterhavstorsken i hovedsak deles opp i kysttorsk og havtorsk (skrei). 
Kysttorsken består av stedegne bestander som har lite forflytning, og som gyter i fjorder og tidvis også 
lengre ut langs kysten. Størstedelen av kysttorsken finnes nord for Stadt. Her har fangst og gytebestand 
blitt redusert fra 1997 frem til 2013, men bestanden har vist tegn på bedring de siste årene (Bakketeig 
et al. 2015). I motsetning til kysttorsken gjennomfører havtorsken store vandringer til og fra 
gyteplasser. Den største bestanden av torsk i Norge er den nordøstarktiske torsken som har sitt 
leveområde i Barentshavet og gyter langs norskekysten ned til Møre, med hovedområde for gytingen 
i Lofoten og Vesterålen (Kolle & Kristiansen 2014). I Barentshavet er torsken den dominerende 
fiskespisende arten samtidig som den er et viktig byttedyr for blant annet vågehval og grønlandssel 
(Link et al. 2009), og spiller på denne måten en viktig rolle i ulike økosystemer. Den nordøstarktiske 
torsken har de siste årene opplevd en kraftig økning, med en estimert bestand på over tre millioner 
tonn de siste årene (Bakketeig et al. 2015). I 2013 var den norske fangsten av torsk på mer enn fire 
hundretusen tonn og med en samlet salgsverdi på over fire milliarder norske kroner 
(Fiskeridirektoratet 2015). Selv om den nordøstarktiske torskestammen har økt de siste årene, er 
Figur 7 -  Utbredelsesområdet for Atlanterhavstorsk. Det finnes bestander av Atlanterhavstorsk i den 
nordlige delen av Atlanterhavet på østkysten av USA og Canada, rundt Grønland og Island, og i 





torskebestander andre steder betydelig redusert i forhold til tidligere. Den største påvirkningen av 
torskepopulasjoner er fiske, men det er også andre faktorer som blant annet klima som kan spille en 
rolle (Link et al. 2009). Ettersom torsken er både økologisk og økonomisk viktig vil det være av interesse 
å få ny kunnskap og forstå hvordan arten påvirkes av ulike faktorer, blant annet utslipp av 
menneskeskapte forbindelser. Gyteområdet til den nordøstarktiske torsken ligger i et område som er 
interessant for fremtidig oljeutvinning, og hvor skipstrafikken er forventet å øke som følge av mindre 
isdekke i arktiske områder. Utslipp av olje, vil kunne på virke torsken og det har blitt vist at olje 
induserer negative effekter i torskelarver, og oppregulerer gener for blant annet AHR2 og CYP1A 
(Olsvik et al. 2011). 
 
  AHR i torsk 
Torskegenomet ble for noen år siden sekvensert gjennom «the cod genome project» (Star et al. 2011). 
Dataene er gjort tilgjengelig i Ensembl-databasen (Cunningham et al. 2015) hvor det er annotert to 
AHR-gen hos torsk; ahr1b og ahr2. Hos mange fiskearter, blant annet hos sebrafisk og japansk kulefisk 
(T. rubripes), ligger AHR-genene med en tandem oppbygning (Hahn 2006). En tilsvarende oppbygning 








Figur 8 - AHR-gener i Atlanterhavstorsk. I Ensembl er det annotert to AHR-gen, ahr2 og ahr1b. 




  Studier av ligandaktivering av AHR 
In vitro gen-reportersystem er en mye brukt metode for karakterisering av ligandaktivering for 
transkripsjonsfaktorer, inkludert AHR. Et eksempel på et slikt system er hvor en eukaryot cellelinje (for 
eksempel COS-7) blir transfektert med plasmider som inneholder et reporter-gen (luciferase), sammen 
med artsspesifikk ARNT og AHR. Reportergenet er under kontroll av ett eller flere responselement for 
AHR, fra for eksempel CYP1A. Ved ligandbinding vil AHR dimerisere med ARNT og indusere uttrykking 
av reportergenet og gi en doseavhengig respons. En skjematisk oversikt er vist i del A, Figur 9. Denne 
metoden har blitt brukt for karakterisering av AHR i en rekke fiskearter (Abnet et al. 1999b; Andreasen 
et al. 2002a; Hansson & Hahn 2008; Karchner et al. 2005). 
Et annet gen-reporter-system som ligner på dette er GAL4/UAS-systemet. I dette systemet benyttes et 
fusjonsprotein av det DNA-bindende domenet (DBD) fra gjærsopp-proteinet Gal4 bundet til en 
reseptor. Reporter-genet er kontrollert av en eller flere oppstrøms aktiveringssekvenser for Gal4 
(UAS). Ved ligandbinding binder Gal4-reseptorproteinet til UAS og induserer uttrykking av reporter-
genet (del B, Figur 9). Fordelen med dette systemet er at det er uavhengig av reseptorenes naturlige 
partnerprotein og responselement. Dette systemet har blitt brukt til å karakterisere ligandbinding og 
aktivering for kjernereseptorer, blant annet for PXR fra sebrafisk og isbjørn (Ursus maritimus) (Bainy 
et al. 2013; Lille-Langøy et al. 2015).  
Figur 9 – In vitro gen-reporter-system for ligandbinding og transaktivering. A) Ved ligandbinding 
dimeriserer AHR (reseptor) med ARNT som binder til responselementet XRE og induserer uttrykking av 
luciferase (reportergen). B) Ved ligandbinding binder fusjonsproteinet Gal4-AHR til responselementet 




Systemet har tidligere også blitt brukt for ligandbindingsforsøk med AHR (Backlund & Ingelman-
Sundberg 2004), men har, etter det som er kjent, ikke vært brukt med AHR fra fisk. Ved bruk av 
sebrafisk PXR i Gal4/UAS-systemet har det blitt observert at Gal4-PXR-konstruksjoner som inneholder 
det ligandbindende domenet (LBD) og «hinge»-regionen ga bedre ligandaktivering i dette systemet 
sammenlignet med full-lengde PXR som inkluderer det DNA-bindende domenet og reporter plasmid 
kontrollert av promotor med CYP3A responselement (Bainy et al. 2013). Det har samtidig blitt 
observert at GST-merket konstrukt av full-lengde AHR (fra mus) som bare inneholder enten PAS B, eller 
både PAS A og PAS B, kan ha en redusert, men fremdeles funksjonell, ligandbinding til 2,3,7,8-TCDD i 
forhold til fullengde AHR (Soshilov & Denison 2008). Tilsvarende ble observert med β-naftoflavon (BNF) 
hvor det ble benyttet konstrukt av human AHR som bare inneholdt PAS A og B domenet (Tsuji et al. 
2014). På bakgrunn av dette var det ønskelig å benyttet Gal4/UAS-systemet for å karakterisere 
ligandbinding og transaktiverende egenskaper til torsk AHR, og undersøke effekten av Gal4-AHR-
konstruksjoner som inneholdt kortere deler av AHR (inkludert LBD) sammenlignet med fullengde AHR. 
Ettersom flere studier har observert at det hovedsakelig er AHR2-varianten som er involvert i toksisitet 
ved dioksinlignende forbindelser ble det valgt å fokusere på AHR2 i dette studiet. 
 
 Mål for oppgaven 
Hovedmålet for denne oppgaven har vært å øke kunnskapen om responser og regulering av 
biotransformasjon i torsk ved å karakterisere sekvensen og ligandaktivering av reseptorproteinet 
AHR2. Dette ble gjort gjennom følgende delmål: 
• Bestemme den kodende DNA-sekvensen for AHR2 i torsk (Gadus morhua). 
• Analysere og sammenligne sekvensen til AHR2 fra torsk mot AHR fra andre arter.  
• Etablere et genreporter-system basert på Gal4-DBD-AHR for å måle ligandaktivering. 
• Bestemme ligandaktivering for AHR2 fra torsk i et in vitro genreporter-forsøk og 


















Tabell 1 - Kjemikalier 
Navn Kjemisk formel 
Leverandør / 
produktnummer 
   
2,2′,4,4′,5,5′-Heksaklorobifenyl (PCB-
153) 
C12H4Cl6 Sigma-Aldrich / 35602  
2-Mercaptoethanol HSCH2CH2OH Aldrich / M6250 
2-Nitrofenyl β-D-galactopyranoside 
(ONPG) 
C12H15NO8 Sigma / N1127 
3,3',4,4',5-Pentaklorobifenyl (PCB 126) C12H5Cl5 Cambridge Isotope 
Laboratories / PCB-126-C 
Adenosin 5′-trifosfat dinatrium salt 
hydrat (ATP) 
C10H14N5Na2O13P3 • xH2O 
 
Sigma/A2383 
Agar-agar  Merck / 101614 
Agarose  Lonza / 50005 
Ampicillin-natriumsalt C16H18N3NaO4S Sigma-Aldrich / A9518 
Benzo(a)pyren C20H12 Sigma / B1760 
Betain (CH3)3N+CH2COO− Sigma / B0300 
Borsyre H3BO3 Merck / 100165 
Bovin Serum Albumin (BSA)  Sigma / A9647 
CHAPS C₃₂H₅₈N₂O₇S Thermo / 28299 
Dimetyl sulfoksid (CH3)2SO Sigma / D8418 
Dinatriumhydrogenfosfat dihydrat Na2HPO4 • 2H2O Sigma-Aldrich / 30435 
DL-Dithiothreitol (DTT) HSCH2CH(OH)CH(OH)CH2SH Sigma-Aldrich / D0632 
D-luciferin Firefly C11H8N2O3S2 Biosynth / L-8200 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium – 
høy glukose (med fenol rød) 
 Sigma / D5671 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium – 
høy glukose (uten fenol rød) 
 Sigma / D1145 
Eddiksyre CH3CO2H Sigma-Aldrich / 33209 
Etanol  CH3CH2OH Sigma-Aldrich / 34852 
Etidiumbromid C21H20BrN3 Aldrich / 160539 
Etylen glycol-bis(2-aminoetyleter)-
N,N,N′,N′-tetraedikksyre (EGTA) 
[-CH2OCH2CH2N(CH2CO2H)2]2 Sigma? / E3889? 
Etylendiamintetraeddiksyre (EDTA) C₁₀H₁₄N₂Na₂O₈ • 2H₂O Merck / 108418 
Fenantren C14H10 Sigma / P2528 
Fetal Bovin Serum  Sigma / F7524 
FICZ C19H12N2O ENZO 
 / BML-GR206-0100 
Formamid HCONH2 Sigma / F9037 
Fosfatbufret løsning (PBS) 10X  Sigma / P5493 




Navn Kjemisk formel 
Leverandør / 
produktnummer 
GelRed  Biotium / 41003 
Gjærekstrakt  Fluka / 92144 
Glycerol HOCH2CH(OH)CH2OH Sigma / G5516 
Isopropanol C3H8O Kemetyl / 603-117-00-0 
Kaliumfosfat, dibasisk trihydrat K2HPO4 • 3H2O Sigma-Aldrich / P5504 
Kaliumfosfat, monobasisk KH₂PO₄ Merck / 529568 
Kaliumklorid KCl Sigma / P9541 
Kalsiumklorid dihydrat CaCl2 • 2H2O Merch / 102382 
Kloroform CHCl3 Sigma-Aldrich / 650498 
Koenzyme A trilithium salt C21H33Li3N7O16P3S Sigma / C3019 
L-Glutamin C5H10N2O3 Sigma / G7513 
L-α-Phosphatidylcholine  Sigma / P3644 
Magnesium-karbonathydroksid 
pentahydrate 
(MgCO3)4 • Mg(OH)2  Sigma / M5671 
Magnesiumklorid-heksahydrat MgCl2 • 6H2O Sigma-Aldrich / M9272 
Magnesiumsulfat-heptahydrat MgSO4 • 7H2O Sigma-Aldrich / 63140 
Natriumdihydrogenfosfat monohydrat H₂NaO₄P • H₂O Merck / 106346 
Natriumhydroksid NaOH Merck / 106498 
Natriumklorid NaCl Merck / 106404 
Natriumpyruvat C3H3NaO3 Sigma / S8636 
Opti-MEM® I Reduced Serum Medium  Life Technologies / 
31985-062 
Penicillin-Streptomycin  Sigma / P4458 
Phenylmethanesulfonyl fluorid 
(PMSF) 
C7H7FO2S Sigma / P7626 
SOC vekstmedium  New England Biolabs / 
B9020S 
TransIT®-LT1 Transfeksjonsreagens  Mirus / MIR 2300 
Tricine (HOCH2)3CNHCH2CO2H Sigma / T0377 
TriReagent  Sigma / T9424 
Tris-PO4 (Trizma® fosfat dibasisk) (C4H11NO3)2 • H3PO4 Sigma / T4258 
Trizma® base NH2C(CH2OH)3 Sigma / T1503 
Trypan Blue løsning C34H24N6Na4O14S4 Fluka / 93595 
Trypsin-EDTA løsning 1X (0,05% trypsin, 
0,02% EDTA) 
 Sigma / 59417c 
Trypton  Merck / 111931 
α-naftoflavon C19H12O2 Aldrich / N5757 
β-naftoflavon  C19H12O2 Aldrich / N3633 









Tabell 2 - Enzymer og kloningsreagenser med medfølgende bufferløsninger. 
Navn Bruk Leverandør / Produkt # 
BamHI  Restriksjonskutting Takara / 1010A 
- 10X K Buffer   
- 10X lastebuffer   
Big-Dye terminator v3.1 Sekvensering Applied Biosystems / 
4337455  
- Big-Dye Sekvenseringsbuffer   
DreamTaq grønn DNA-polymerase PCR Life Technologies / EP0711 
- 10X DreamTaq grønn buffer   
EcoRI Restriksjonskutting Takara / 1040A 
Oligo(dT)12-18 primer cDNA-syntese Invitrogen / 18418-012 
PrimeSTAR GXL DNA Polymerase PCR Takara / R050A 
- 5X Primestar GLX buffer   
- 2,5 µM dNTP blanding   
Random hexamerprimer cDNA-syntese Applied biosystems / 
N8080127 
RNase H cDNA-syntese New England BioLabs / 
M0297L 
RnaseOUT cDNA-syntese Invitrogen / 10777-019 
Superscript III Revers transkriptase cDNA-syntese Invitrogen / 18080-093 
- 5X First Strand Buffer   
- DTT   
T4 DNA ligase Ligering Takara / 2011A 
- 10X T4 DNA Ligase Buffer   
Alkalisk fosfatase fra reke (SAP) Defosforilering Affymetrix / 78390 
Alkalisk fosfatase fra reke 10X Buffer Defosforilering Affymetrix / 70103 
NcoI Restriksjonskutting Takara / 1160A 
NheI Restriksjonskutting Takara / 1241A 
- 10X M Buffer   
- 10X lastebuffer   
StrataClone PCR Kloningssett PCR-Kloning Agilent Technologies / 
240205 
StrataClone Blunt PCR Kloningssett PCR-Kloning Agilent Technologies / 
240207 




Tabell 3 - Sett for DNA-rensing. 
Navn Bruk Produktnummer 
NucleoBond® Xtra Maxi/Midi Plasmidrensing (storskala) Macherey-Nagel / 740414/ 
740410 
MicroElute® Gel Extraction Kit Rensing av DNA fra agarose-gel Omega Bio-tek / D6294-02 
E.n.z.a. Plasmid DNA Mini Kit  Plasmidrensing (småskala) Omega Bio-tek / D6942-02 










ID Navn Sekvens (5’-3’) Lokalisering 
    
#1327* pCMX_rev TGGACAAACTACCTACAGAGATT pCMX 
#1329* Gal4N_fwd TGCCGTCACAGATAGATTGG Gal4-DBD 
MT41* T3 ATTAACCCTCACTAAAGGGA pSC-A 
MT43* T7_rev TAATACGACTCACTATAGGG pSC-A 
MT74 zf_actinF/811 GAGAAGATCTGGCATCACACCTTC  
MT75 zf _ actinR/812 GGTCTCGTGGATACCGCAAGATTC  
MT876 AhR2_pasA+B Forward cgacgtgaattcTACCTGAGAGTCAAGGG 223-240 
MT877 AhR2_pasB Forward actgctgaattcCTGGACAACTCCTCTGG 661-678 
MT878 AhR2_pasA+B Reverse atcaggatcctcaGAAGCAGCCCAGTAAGC 1301-1318 
MT879 Cod_AhR2_Forward GAAGGGCTACGTCCAATGGG 3093-3113 
MT888 Cod_AhR2_Full_fwd GAACAATAAGCCGAGTGACACC 5’-UTR <-- 0 
MT890 Cod_AhR2_bHLH+pasA_rev GTAGAAGACCAATCCCTCAGC 370-391 
MT891* Cod AhR2 pasA+B rev CGTTCTTGTCCTGGTTGAGG 1317-1337 
MT895 Tomcod AhR2 F2 rev ACGATGCGTTTCAAACTCAG 3381 --> 3’-UTR 
MT896 CodAhr2 part2 fwd GCTTCGTGATCGTGGTCACC 350-370 
MT897 CodAhr2 part2 rev GCGCCCTTGGAATTTCAAAGC 685-706 
MT898 CodAhr2 part4 fwd GACCAGTCAAAGCTTCACCAGC 1257-1279 
MT899 CodAhr2 part4 rev GGCGAAAAGCAGCTAGACTGG 1743-1764 
MT900 CodAhr2 part5 fwd GGAGAGCCTGCTCAGTAATGAC 1659-1681 
MT901* CodAhr2 part5 rev CATTGTGAGGGAGGTTGGACG 2591-2612 
MT903* CodAhr2 part6 rev CCATTGGACGTAGCCCTTCG 3092-3112 
MT906 SalmonAhR2b pasA+B fwd cgacgtgaattcTACCTGAAGGTCAAGAGC 220-238 
MT907 SalmonAhR2b pasB fwd actgctgaattcCTCGACAACTCTTCTGG 676-693 
MT908 SalmonAhR2b pasA+B rev atcaggatcctcaTAAGGAGCCCAGCAGAG 1319-1336 
MT915 AHR2 COD Fwd EcoRI atcggaattcATGTTGGGTAACGCTGGG 1-19 
MT917 AHR2B SALMON Fwd EcoRI atcggaattcATGTTGAGTAACGCTGGAGTC 1-21 
MT920 AHR2 COD Rev BamHI atcgggatccTCAGAAGTTGCAACAGTTGAG 3364-3384 
MT921* AHR2 COD 2F GACCGGACTTCATCATTGCAC 1103-1124 
MT923* AHR2B SALMON Rev SEQ1 TCTCCAAAATGGACGGGTTC 813-832 
MT924* AHR2B SALMON Fwd SEQ2 CTTCCTGGCTCTGAACTTCC 693-713 
MT925* AHR2B  SALMON Rev SEQ3 TGAGATCGCTAGATTCAATCTGG 2436-2459 
MT926* AHR2B  SALMON Fwd SEQ4 GACCACAGCAGATCTCTGTTC 2339-2360 
MT1019 AHR2 COD aa37 EcoRI  Fwd atcggaattcCGCCACAGGGATCGG 109-123 
MT1020 AHR2B SALMON aa36 EcoRI  Fwd atcggaattcCGCCACCGGGATCGG 106-120 
MT1065 AHR2b SALMON NheI Rev atcggctagcTTAGAAGTTGCAATAGTTGGTTTGG 3153-3178 
    
Alle MT primere ble levert av Sigma-Aldrich. *Brukt for sekvensering og PCR-screening.  Små bokstaver 







Tabell 5 – Oversikt over cellelinjer. 
Prokaryot: Beskrivelse Leverandør / produktnummer 
Strataclone solopack kompetente 
celler (E. coli) 
For transformering og 
dyrking av plasmid. 
For transformering og 
dyrking av plasmid. 
Agilent / 240205,240207 
10-β kompetente celler (E. coli) New England Biolabs / C3019H 
  
Eukaryot: Beskrivelse Referanse 
COS-7 celler Uttrykking av Gal4-AHR2-
plasmider. 
 








Tabell 6 - Oversikt over plasmider 
Navn Aminosyrer Beskrivelse Kilde 
pCMX-Gal4  pCMX-plasmid med DNA-bindende 
domenet fra Gal4 (S. cerevisiae). 
 
mh(100)x4tk luc  Plasmid med luciferase-reporter-gen 
kontrollert av fire oppstrøms 
aktiveringssekvenser (UAS) for Gal4. 
(Blumberg et 
al. 1998) 
pCMV-β-Gal  Plasmid med gen for β-Galaktosidase.  
pEGFP-AhR  AHR2β fra laks (Salmo salar) R. Male, MBI 
pCMX-Gal4-torskAHR2 LBD 75-439 AHR2 fra torsk (Gadus morhua) av 
ulike lengder i leseramme med DNA-




pCMX-Gal4-torskAHR2 LBD + pasA 221-439  
pCMX-Gal4-torskAHR2 ΔAA1-36 37-1127  
pCMX-Gal4-torskAHR2 1-1127  
pCMX-Gal4-laksAHR2β LBD 74-445 AHR2β fra laks (Salmo salar) av ulike 
lengder i leseramme med DNA-




pCMX-Gal4-laksAHR2β LBD + pasA 226-445  
pCMX-Gal4-laksAHR2β ΔAA1-35 36-1058  









Tabell 7 - Lysogeny broth (LB)-medium 
Komponent Konsentrasjon 
Trypton 10 g/L 
Gjærekstrakt 5 g/L 
Natriumklorid 10 g/L 
Deionisert H20 - 
Før bruk ble løsningen autoklavert på 121° i 20 min. Ved tillaging av dyrkningsplater med LB-medium 




Tabell 8 - Frysemedium for lagring av COS7-celler 
Komponent Konsentrasjon 
DMEM-10%FBS (Tabell 9) 1X 





Tabell 9 - Dyrkingsmedium for kultivering av COS7-celler (DMEM-10%FBS) 
Komponent Konsentrasjon 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium – høy glukose 0,87 
L-Glutamin (200mM) 3,48 mM 
Penicillin-Streptomycin  (5000U & 5mg/ml) 86 U / 0,86 mg/ml 
Natriumpyruvat (100mM) 0,87 mM 
Fetal Bovin Serum 8,7% 













  Løsninger 
  Agarose-gel elektroforese 
 
Tabell 10 - Tris Acetat EDTA (TAE) buffer (50X) 
 
Reagens Konsentrasjon 
Trizma base 2,00 M 
Eddiksyre 1,00 M 
EDTA 0,05 M  
H20 - 
Tabell 11 - TAE agarosegel 
 
Reagens Konsentrasjon 





Tabell 12 - Tris Borate EDTA (TBE) buffer (5X) 
 
Reagens Konsentrasjon 
Trizma base 0,45 M 
Borsyre 0,45 M 
EDTA 0,01 M 
H20 - 
Tabell 13 - TBE agarosegel 
 
Reagens Konsentrasjon 





  Ligandaktiveringsforsøk 
 
Tabell 14 - Lysering basebuffer (1X) 
 
Reagens Konsentrasjon 
Tris-PO4, pH 7,8 25 mM 
Glycerol 15 % 
CHAPS 2 % 
L-α-Phosphatidylcholine 1 % 
BSA 1 % 
Tabell 15 - Reaksjonsløsning lysering 
 
Reagens Konsentrasjon 
Basebuffer lysering (1X) 1 X 
EGTA 4 mM 
MgCl2 8 mM 
PMFS 0,4 mM 
DTT 1 mM 
 
Tabell 16 - β-galaktosidase basebuffer (10X) 
 
Reagens Konsentrasjon 
Na2HPO4 60 mM 
NaH2PO4 40 mM 
KCl 10 mM 
MgCl2 1 mM 
Tabell 17 - Reaksjonsløsning β-galaktosidase: 
 
Reagens Konsentrasjon 
β-galaktosidase-buffer (10X) 1X 
β-mercaptoetanol 52,9 mM 





Tabell 18 – Luciferase basebuffer (4X, pH 7,8) 
 
Reagens Konsentrasjon 
Tricine 80 mM 
(MgCO3)4 • Mg(OH)2 • 5H2O 4,28 mM 
EDTA 0,4 mM 
MgSO4 10,68 mM 
  
  
Tabell 19 - Reaksjonsløsning luciferase-aktivitet 
*Tilsatt rett før bruk 
Reagens Konsentrasjon 
Luciferasebuffer (4X, pH 7,8) 1 X 
ATP 0,5 mM 
DTT 5 mM 
Koenzym A* 0,15 mM 




  Celleviabilitet-forsøk 
 
Tabell 20 - Løsning A 
 
Reagens Konsentrasjon 
NaCl 133,33 g / L 
KCl 6,67 g / L 
MgSO4•7H20 3,33 g / L 
MgCl6•6H2O 3,33 g / L 
H20 - 
Tabell 21 - Løsning B 
 
Reagens Konsentrasjon 






Tabell 22 - Løsning C 
 
Reagens Konsentrasjon 
Na2HPO4 6,33 g / L 





Tabell 23 - L15/ex 
 
Reagens Konsentrasjon 
Løsning A (Tabell 20) 6 % 
Løsning B (Tabell 21) 1,06 % 
Løsning C (Tabell 22) 3 % 
Galaktose 0,88 % 
Natriumpyruvat 0,88 % 
H20 Til 100% 
 
Tabell 24 – Reaksjonsløsning 
 
Reagens Konsentrasjon 
Resazurin (0,15 mg/ml) 10 % 
CFDA-AM (4 mM i DMSO) 1 % 









Tabell 25 - Programvare og verktøy 
Navn Bruk Opphav/referanse 
Clustal Omega Sekvenssammenstilling EMBL-EBI 
ApE – A plasmid Editor v2.0.47 Sekvensanalyse, primerdesign M. Wayne Davis 
Jalview 2.8.2 Visualisering av sammenstillinger Waterhouse et al. (2009) 
Mega 6.06 Fylogenetiske trær Tamura et al. (2013) 
Inkscape v0.91 Figurer Inkscape.org 
Excel 2013 Databehandling, statistikk Microsoft 
OligoEvaluator Sekundærstrukturprediksjon Sigma-Aldrich 
Powerpoint 2013 Figurer Microsoft 
Prism 6 v6.07 Figurer, statistikk GraphPad 
Ensembl Genomsekvenser Cunningham et al. (2015) 





Tabell 26 - Instrumenter 
Navn Bruk Produsent / leverandør 
Heraeus Multifuge X3R Sentrifuge Thermo Scientific 
PowerPac™ HC High-Current Power Supply Gelelektroforese Bio-Rad 
NanoDrop 1000 Spectrophotometer Spektrofotometer Thermo Scientific 
Milli-Q A10 Advantage  Deionisert H20 Merch Millipore 
G:BOX Avlesning av geler Syngene 
Gel Doc™ EZ Imager Avlesning av geler Bio-Rad 
DOPPIO Thermal Cycler with dual 48 well blocks RT- PCR VWR 
HS 501 Digital Risteplate IKA-Werke 
EnSpire 2300 multimode platereader Plateleser Perkin-Elmer 
Avanti J-26XP Stor sentrifuge Beckman Coulter 
Himac CT 15RE Liten sentrifuge Hitachi 
GD100 Varmebad Grant 
Buerker haemocytometer Celletelling Marienfeld 











 Oversikt over metoder 
Det ble brukt en rekke ulike metoder i denne oppgaven, inkludert molekylærbiologiske metoder og 






Atlanterhavstorsk (Gadus morhua) ble kjøpt fra Austevoll havbruksstasjon (HI, Bergen, Norge) og holdt 
ved ILAB (Universitetet i Bergen (UiB), Norge). To ulike fisk ble avlivet med et slag mot hodet og bløgget, 
og det ble tatt prøver fra lever og hjerte. Leverprøver fra den første fisken ble kjølt ned på tørris og 
videre lagret på -80 °C. Vev fra lever og hjerte fra den andre fisken ble direkte homogenisert med 
TriReagent (metode 3.3) og videre lagret på -80 °C. 
Figur 10 – Oversikt over viktige metoder benyttet i denne oppgaven. Vevsprøver fra torsk ble brukt til å 
isolere total-RNA. RNA ble revers transkribert til cDNA og sekvensen til torskAHR2 og laksAHR2β ble 
amplifisert med PCR. PCR-produktene ble deretter sekvensert og analysert, før de ble brukt i 
konstruksjonen av ulike plasmider hvor AHR2 ble fusjonert til Gal4 DNA-bindende domenet. Plasmidene 





Total-RNA fra torskelever ble ekstrahert ved brukt av TriReagent (Sigma) etter leverandørens 
anbefalinger. Denne metoden benytter seg av en forbedret utgave av Chomczynskis opprinnelige 
metode for RNA-ekstrahering (Chomczynski & Sacchi 1987). Levervev (100 mg) ble tint, tilsatt 
TriReagent og homogenisert grundig med en elektrisk drevet støter av plast. Prøvene ble tilsatt 
kloroform, sentrifugert, og det ble dannet tre ulike faser som inneholdt RNA, DNA og proteiner. Den 
øverste fasen som inneholdt RNA ble forsiktig fjernet, og total-RNA ble felt ut ved bruk av isopropanol 
(100%). Ved sentrifugering ble det dannet en RNA-pellet, som så ble vasket med 75% etanol, lufttørket, 
og deretter løst i deionisert vann. RNA-konsentrasjon og -renhet ble målt spektrofotometrisk 
(A260nm/A260/280-ratio, Nanodrop1000). RNA har en maksimal absorbans ved 260 nm, og forholdet 
mellom absorbanse ved 260 og 280 nm (A260/280) brukes ofte for å undersøke renhet. En A260/280 på 
mellom 1.8 til 2 indikerer rent RNA, men både pH og ionestyrke kan påvirke målingene (Wilfinger et al. 
1997).  A260/230 er et annet mål på renhet. Proteiner, fenol og kaotropiske salter absorberer lys på 230 
nm, og en lav A260/230-verdi er en indikasjon på kontaminering av en av disse. Integriteten av RNA 
prøvene ble vurdert ved bruk av agarose gel-elektroforese (AGE) (metode 3.3.1). Størstedelen av total-
RNA består av ribosomalt RNA, og intakt RNA, vil vises som klare to bånd hvor 28S båndet har dobbelt 
så høy intensitet som 18S, uten bakgrunnsignal. RNA-prøver ble lagret på -80°C inntil videre bruk. 
 RNA-elektroforese 
Kvaliteten til RNA ble analysert ved bruk av denaturerende AGE med en metode tilpasset fra AGE for 
DNA (metode 3.5.5). RNA-prøver ble tilsatt formamide (50% v/v), deionisert H2O og 10X lastebuffer. 
Prøvene ble varmebehandlet på 65°C i 10 min og lastet på gelen. Tilsetting av formamid og 
varmebehandling denaturerer RNA og fjerner eventuelle sekundærstrukturer.  
 cDNA-syntese 
RNA-komplementært DNA (cDNA) ble benyttet som templat for PCR, og ble syntetisert ved hjelp av to 
ulike metoder. Til å begynne med ble det benyttet qScript cDNA-syntesesett (Quanta) (Tabell 27) til å 
produsere cDNA for amplifisering av AHR2 ligandbindende-domenet (LBD), og for å bestemme deler 
av sekvensen til AHR2-mRNA. Dette settet inneholder en ferdig reaksjonsblanding med dNTP, 
magnesium (Mg2+), primere og buffer. Ifølge produsenten består primerne av en optimal blanding av 
hexamer- og oligo(dT)-primere. Oligo(dT)-primere er oligonukleotider bestående av tymin-baser som 
kan hybridisere til poly-A halen på mRNA. Random hexamer-nukleotider består av tilfeldige 
oligonukleotider bestående av seks baser som kan binde mRNA på ulike steder. I tillegg, hvis ønskelig, 
kan det brukes genspesifikke primere som består av oligonukleotider laget for å binde på et spesifikt 




deler av AHR2-sekvensen ble det benyttet Superscript III revers transkriptase (Invitrogen) (Tabell 28). 
Dette enzymet leveres med enkeltkomponenter som gjør det det mulig å bruke ulike kombinasjoner 
av primere i reaksjonen. Det ble utført totalt seks forsøk på å optimalisere cDNA syntesen ved å bruke 
ulike primerkombinasjoner. En liste over primerne er gitt i Tabell 29. 
 
Tabell 27 - Protokoll for qScript cDNA Synthesis Kit 
Reagens Volum Konsentrasjon 
RNA templat - 1 µg 
MQ-H20 Til 20 µL - 
qScript Reaction Mix (5X) 4 µL 1X 
qScript Reverse Transkriptase (20X) 1 µL 1X 
   
Temperaturprogram:   
Temperatur Tid  Antall sykluser 
22°C 5 min  
1 42°C 30 min 
85°C 5 min 
 
Tabell 28 - Protokol for SuperScriptIII revers transkriptase 
Reagens Volum Konsentrasjon 
Oligo(dT)12-18 (0,5 µg/µL) 1 µL 500 ng 
Random Hexamer (50 µM) 1 µL 95,06 ng 
Genspesfikke primere (2 µM hver) 1 µL 2 pmol hver 
Total RNA - 2 µg 
dNTP mix (10 mM) 1 µL 0,5 mM 
MQH20 Til 13 µL - 
Reagensene over ble inkubert på 65°C i 5 min og deretter 1 min på is. 
 
Tilsatte følgende: 
Reagens Volum Konsentrasjon 
5X first strand buffer 4 µL 1X 
DTT (0,1M) 1 µL 5mM 
RNaseOUT (40U/µL) 1 µL 2 U/µL 
Superscript III RT (200U/µL) 1 µL 10 U/µL 
   
Temperaturprogram:   
Temperatur Tid Merknad: 
25°C 5 min For random-primere 
50°C 60 min Random og oligo(dT)-primere 
55°C 60 min Genspesifikke primere 
70°C 15 min  
   
Tilsatte følgende:   
Reagens Volum Konsentrasjon 
RNase H (5000 U/mL)  0,4 µL 0,1 U/µL 




Tabell 29 - Oligonukleotider for cDNA-syntese 
Komponent Primer ID 
Random Hexamer - 
Oligo(dT)12-18 - 
Random Hexamer + oligo(dT)12-18 - 





Polymerase kjedereaksjon (PCR) er en metode for å lage et stort antall kopier av en bestemt 
nukleotidsekvens (Saiki et al. 1988). I revers transkripsjon PCR brukes cDNA for å bestemme 
tilstedeværelsen og sekvensen av ulike transkripter. Komplementært DNA i denne oppgaven ble laget 
ved å benytte revers transkripsjon av total-RNA (metode 3.4).  Den fullstendige sekvensen til 
torskAHR2 ble bestemt gjennom å amplifisere en rekke overlappende fragmenter med bruk av PCR, og 
cDNA som templat. Det var ikke mulig å amplifisere hele AHR2-leserammen. Fire spesifikke varianter 
av torskAHR2 ble amplifisert for videre bruk i ligandkarakterisering. Disse fragmentene var som 
følgende: LBD (nukleotid 661 til 1318), LBD+pasA (223-1318), ΔAA1-36 (109-3384) og full-lengde (1-
3384). LBD, LBD+pasA og fullengde (satt sammen fra to overlappende fragmenter) ble amplifisert fra 
cDNA. ΔAA1-36 ble senere amplifisert fra et plasmid som inneholdt fullengde AHR2. Det ble amplifisert 
fire tilsvarende fragmenter for laksAHR2β: LBD (676-1336), LBD+pasA (220-1336), ΔAA1-35 (106-3178) 
og full-lengde (1-3178). Alle fire variantene av laksAHR2β ble amplifisert fra et plasmid gitt av Prof. 
Rune Male ved Molekylærbiologisk Institutt (MBI), ved UiB (materialer 2.6). En oversikt over hvilke 
deler som ble amplifisert med PCR og primerne (materialer 2.4) som ble benyttet, er vist i Figur 11. 
 
 Primerdesign 
For å amplifisere sekvenser fra torskAHR2 og laksAHR2β ble primere laget etter visse kriterier for å 
oppnå så optimal binding til templatet som mulig: de bestod hovedsakelig av 15-30 nukleotider, hadde 
guanin/cytosin (GC)-innhold mellom 40-60%, og under 5 °C forskjell i smeltetemperatur (Tm) mellom 
to primere i et primerpar. 3’-enden av primerne ble laget slik at de optimalt inneholdt en til tre guanin- 
eller cytosin-baser. Sekundærstrukturprediksjon ble gjort ved hjelp av OligoEvaluator (SigmaAldrich). 
For amplifisering av AHR2β fra laks ble primerne basert på sekvensdata tilgjengelig i UniProt-
databasen. Primere for amplifisering av AHR2 fra torsk ble i hovedsak basert på den tilgjengelige 




Det ble derfor laget en 3’-primer basert på AHR2 fra en annen torskefisk, atlantisk tomcod (M. tomcod) 
hvor hele AHR2 sekvensen var tilgjengelig (se vedlegg A for identifikasjonsnummer). 
 
 Introduksjon av kutteseter for restriksjonsenzymer 
For å konstruere fusjonsproteinet Gal4-DBD-AHR2, ble det brukt restriksjonsenzymer for å kutte AHR2, 
og ligere det inn i et plasmid som inneholdt Gal4-DBD (pCMX-Gal4-DBD) (materialer 2.6). 
Restriksjonsenzymer er endonukleaser med bakterielt opphav som gjenkjenner og kutter spesifikke 
DNA-sekvenser. Plasmidet med Gal4-DBD inneholder kutteseter for blant annet type II 
endonukleasene BamHI, EcoRI og NheI (Figur 12). Det ble introdusert kutteseter på 5’-enden av hver 
primer som var komplementære med kuttesetene i plasmidet. For å angi retning på AHR2 fragmentet 
i plasmidet, ble det benyttet to ulike enzymer på henholdsvis fremover- og revers primer. Primerne 
ble laget slik at pCMX-Gal4-DBD-AHR2 inneholdt AHR2 i leseramme med Gal4-DBD, og ved uttrykking 
i en eukaryot cellelinje ga et funksjonelt protein med Gal4-DBD fusjonert til AHR2. Ved å legge til 4-6 
nukleotider 5’ på hver primer ble det optimalisert for en effektiv kutting ved direkte restriksjonskutting 
av PCR-produkt. Når det ikke ble benyttet fullengde AHR2, ble det i revers primere lagt til et stopp 
kodon (TGA) for terminering av transkripsjon.  
Figur 11 - Oversikt over primere for amplifisering av torskAHR2 og laksAHR2β. 
identifikasjonsnummeret for primerne som ble brukt i PCR av torskAHR2 og laksAHR2β er gitt for 
hvert fragment. Kutteseter for restriksjonsenzymer er indikert i kursiv ved siden av 















Det ble benyttet to ulike DNA-polymeraser for å amplifisere torskAHR2 og laksAHR2β. For torskAHR2 
LBD og kortere fragmenter ble det benyttet DreamTaq DNA-polymerase (Thermo) etter produsentens 
anbefalinger (Tabell 30).  
 
Tabell 30 – Generell reaksjonsblanding og program for DreamTaq DNA-polymerase 
Reagens Volum Konsentrasjon 
10X DreamTaq Green Buffer 5 µL 1X 
dNTP-blanding (2,5 mM) 4 µL 200 µM hver 
Primer 1 (10 µM) 2,5 µL 0,5 µM 
Primer 2 (10 µM) 2,5 µL 0,5 µM 
Templat* - - 
DreamTaq DNA polymerase (0.5 U/µL) 2,5 µL 1,25 U 
MQH2O Til 50 µL - 
* Avhengig av templattype. For cDNA ble det benyttet 2µL. 
 
Program varmesyklus: 
Temperatur Tid Antall sykluser 
95°C 3 min 1 
95°C 30 sek  
50°C 30 sek 30 
72°C 1 min/kb  
72°C 5 min 1 
 
Figur 12 – Oversikt over kutteseter i pCMX-Gal4-plasmidet 




For amplifisering av lengre fragmenter av torskAHR2, og alle variantene av laksAHR2β ble det benyttet 
Primestar GLX DNA-polymerase (Takara) etter produsentens anbefaling (Tabell 31). Primestar GLX 
DNA-polymerase er et enzym med korrekturlesende aktivitet som gjør at feil innsetting av 
enkeltnukleotider skjer med en mye lavere frekvens sammenlignet med Taq-polymeraser, som vil være 
en fordel ved amplifisering av lengre fragmenter og hvor sekvensen må være uten feil. 
 
Tabell 31 - Generell reaksjonsblanding og program for PrimeSTAR GLX DNA-polymerase 
Reagens Volum Konsentrasjon 
5X PrimeSTAR GLX buffer 10 µL 1X 
dNTP-blanding (2,5 mM hver) 4 µL 200 µM hver 
Primer 1 (10 µM) 1,25 µL 0,25 µM 
Primer 2 (10 µM) 1,25 µL 0,25 µM 
Templat* - - 
PrimeSTAR GLX DNA polymerase (1,25 
U/µL) 
1 µL 1,25 U 
MQH2O Til 50 µL - 
* Avhengig av templattype (plasmid 10 ng, cDNA 2µL) 
   
Program varmesyklus:   
Temperatur Tid Antall sykluser 
98°C 10 sek  
60°C 15 sek 30 




 Spesielle amplifikasjons-betingelser 
I begynnelsen av prosessen for å kartlegge sekvensen til torskAHR2 oppsto det problemer med å 
amplifisere lengre fragmenter og visse deler av sekvensen. For å forsøke å forbedre PCR-reaksjonene 
ble det tilsatt betain (1 M) eller trehalose (0,34 M) som har vist å gi bedre amplifisering (Spiess et al. 
2004). Det ble videre gjort endringer i parameterne for temperatur ved å bruke gradient PCR, hvor 
temperaturen for annealing-steget i PCR reaksjonen ble forsøkt optimalisert ved å prøve flere 
temperaturer parallelt. Det ble også brukt lengre denatureringstid (10 min) og antall sykluser ble økt 






DNA ble analysert ved hjelp av gel-elektroforese. Elektroforesen benytter en horisontal agarosegel 
hvor DNA (og også RNA) blir separert som følge av størrelsesavhengig ulikheter i migrasjonshastighet 
i et elektrisk felt. Molekylenes negative ladning vil føre dem mot den positive elektroden og 
molekylenes størrelse og form vil avgjøre hvor fort de beveger seg gjennom den porøse agerosegelen. 
Før prøvene ble påsatt i gelen ble det tilsatt en 10X lastebuffer. Denne bufferen øker tettheten på 
prøvene og gjør at de synker til bunnen av brønnen. I de fleste tilfeller ble det benyttet 0,7% agarosegel 
som gir tilstrekkelig oppløsning for DNA-molekyler mellom 300-10000 nukleotider. Det ble benyttet to 
ulike bufferløsninger for tillagning av gel-løsning og som elektroforesebuffer (Tabell 11 og Tabell 13). 
Prøvene ble visualisert ved å tilsette etidiumbromid eller GelRed, enten direkte i gelen før støpning, 
eller ved farging av gelen i en bufferløsning etter at prøvene elektroforesen var ferdig. Gel Doc™ EZ 
Imager (Bio-Rad) eller Gel:BOX (Syngene) ble brukt for fotografering av elektroforesegeler.  
 
 Rensing av nukleinsyrer fra agarosegel 
Ved amplifikasjon og kutting med restriksjonsenzymer ble prøvene analysert ved bruk av AGE. DNA-
fragmenter av forventet størrelse ble kuttet ut av gelen og renset ved bruk av et «MicroElute® Gel 
Extraction Kit» (Omega Bio-tek) etter produsentens anbefalinger. Gelbitene med DNA ble smeltet på 
60°C sammen med en løsning som inneholder guanidiumklorid som bidrar til binding av DNA til en 
silisiumkolonne. Prøvene ble sentrifugert gjennom kolonnen og vasket for å fjerne urenheter. 




For kloning av PCR-produkter ble det brukt StrataClone PCR kloningssett eller StrataClone Blunt PCR 
kloningssett (Agilent) etter produsentens anbefalinger. Taq-polymeraser (som DreamTaq DNA 
polymerase) produserer et enkelt adenin-overheng på hver 3’ -ende av PCR-produktet.  Kloningsettet 
inneholder vektorarmer med samsvarende 5’ uridin-overheng som muliggjør ligering av PCR-produktet 
inn i kloningsvektoren ved hjelp av med vektorarmene. I motsetning til Taq-polymeraser så produserer 
korrekturlesende DNA-polymeraser (som Primestar GLX), PCR-produkter uten adenin-overheng. PCR-
produkter fra reaksjoner hvor det ble brukt denne typen polymerase ble derfor klonet ved bruk av et 
kloningssett som inneholder vektorarmer uten overheng. Renset PCR-produkt ble tilsatt kloningsbuffer 




3.5.8) med ligeringsblandingen (3 µL per 25 µL bakterieceller). I denne prosessen rekombineres 




Tabell 32 – Protokoll for StrataClone PCR kloningssett 
Reagens Volum 
StratacClone Cloning Buffer 1,5 µL 
Renset PCR-produkt 1 µL 
StraClone Vector Mix amp/kan 0,5 µL 




  Transformering av E. coli 
Kompetente celler er bakterieceller behandlet med saltløsning for å gjøre dem mer mottakelig for 
opptak av ekstracellulært DNA. Ved å inkubere cellene sammen med DNA på is, binder DNA til cellene. 
En rask varmebehandling forårsaker endringer i fluiditeten til cellemembranen og gjør at bundet DNA 
blir tatt opp i cellen (Panja et al. 2008). I denne oppgaven ble det hovedsakelig benyttet StrataClone 
kompetente E. coli celler (Agilent) for transformering av ligerte PCR-produkter og pCMX-Gal4-DBD 
AHR2-plasmider. For transformasjon av full-lengde laksAHR2β, laksAHR2β ΔAA1-35 og torskAHR2 
ΔAA1-36 ble det benyttet 10-β E. coli celler (New England Biolabs).  
 
StrataClone-celler (oppbevart på -80 °C) ble tint på is og tilsatt ligeringsprodukt. Mengde 
ligeringsprodukt varierte og er beskrevet under metode 3.5.7 og 3.7.4. Celleløsningen ble blandet 
forsiktig og inkubert på is i 20 minutter. Videre ble cellene varmebehandlet i varmebad på 42°C i 45 
sekunder og deretter 2 minutter på is. Det ble tilsatt et volum forvarmet SOC-medium (125 per 25 µL 
celler) og cellene ble inkubert ved 37 °C i risteinkubator (250 RPM) i ca. 1 time. Til slutt ble cellene 
platet ut på LB-agar med ampicillin (0,1 mg/ml) og inkubert på 37 °C i ca. 16 timer. 10-β-cellene ble 
behandlet som for StrataClone-cellene, men med inkubering på is i 30 min, varmebad i 30 sekunder og 





  Identifikasjon av ønskede kloner (screening) 
Etter utplating av transformerte celler ble det dannet enkeltkolonier. Bakteriecellene brukt for 
transformasjon ble dyrket under selektive forhold (ampicillin), hvor kun cellene som inneholder et 
plasmid og kan uttrykke antibiotikaresistens overlever. Selv om cellene inneholder et plasmid, er det 
ikke gitt at plasmidet inneholder det ønskede DNA-produktet. For å bestemme om plasmidene 
inneholdt det ønskede DNA-produktet, ble flere enkeltkolonier undersøkt. PCR ble utført med primere 
som binder kloningsvektoren på hver side av det innsatte produktet. Hvis cellene inneholder en tom 
vektor vil kun et kort område av hver vektorarm amplifiseres (200-300 bp). Positive transformanter 
med innsatt DNA-produkt ble dyrket opp i flytende medium over natt (LB medium, 0,1 mg/ml 
ampicillin). Det ble deretter renset plasmid fra cellene (metode 3.5.10.1) og sekvensen til det innsatte 
DNAet ble verifisert med sekvensering (metode 3.6). 
 
 Plasmidrensning 
For sekvensering og konstruksjon av plasmider ble det renset plasmid-DNA. Det ble brukt to ulike 
metoder for dette; miniprep (metode 3.5.10.1) og midi- og maxi-prep, (metode 3.5.10.2). I denne 
prosessen blir celler som har blitt dyrket i et selekterende medium (tilsatt antibiotika) sentrifugert og 
tilsatt en resuspensjonsbuffer som inneholder RNase. RNase bryter ned RNA i de senere stegene. 
Cellene blir lysert med en løsning som ødelegger cellene (ved hjelp av NaOH og natriumdodecylsulfat 
(SDS)) og denaturer proteiner og DNA. Ved tilsetting av en nøytraliseringsbuffer som inneholder acetat 
vil proteiner, kromosomalt DNA og andre cellerester bli felt ut. Plasmid-DNA vil gjenoppta en 
dobbelttvunnet konfigurasjon som gjør det mulig å skille plasmid-DNA fra andre cellekomponenter. 
Tilsetting av saltløsning fremmer binding av plasmid-DNA til en silisiumkolonne, hvor andre 
komponenter blir vasket ut. Uønskede cellerester blir fjernet enten ved sentrifugering (miniprep) eller 
ved filtrering (midi- og maxi-prep). Plasmid-DNA bundet til kolonnen frigis tilslutt ved å bruke en 
alkalisk buffer. I storskalarensing blir frigjort plasmid-DNA renset ytterligere med isopropanol-utfelling. 
 
 Småskalarensing av plasmid ved bruk av miniprep 
For rensing av plasmid-DNA til bruk i sekvensering og til konstruksjon av pCMX-Gal4-AHR ble det 
benyttet småskalarensing. 2mL LB-medium med ampicillin (0,1 mg/mL) ble inokulert med 
bakterieceller og dyrket ved 37 °C på 250 RPM i ca. 16-20 timer. Plasmidene ble deretter renset ved 




 Storskalarensing av plasmid ved bruk av midi/maxi-prep 
For rensing av plasmid-DNA for ligandaktiveringsforsøk og transfeksjon i COS7-celler ble det benyttet 
storskalarensing. 300mL LB-medium med ampicillin (0,1 mg/mL) inokulert med 4 µL startkultur ble 
inkubert ved 37 °C på 250 RPM i ca. 16-20 timer. Cellekulturen ble renset ved bruk av et «NucleBond® 
Xtra Maxi/Midi kit» (Macherey-Nagel) etter produsentens anbefalinger. Plasmider renset ved bruk av 
denne metoden ble løst i 5 mM Tris/HCl (pH 8,5) buffer. 
 
For oppdyrking av plasmid ble det benyttet StrataClone kompetente celler eller 10-beta kompetente 
celler. Konsentrasjonen av renset plasmid ble målt spektrofotometrisk (Nanodrop1000) og DNAets 
integritet ble analysert etter storskalarensing ved bruk av AGE. Dobbelttvunnet plasmid-DNA som er 
den foretrukne formen vil bevege seg raskere enn lineært (brudd i begge DNA-trådene) og avslappet 
plasmid-DNA (brudd i en DNA-tråd.) 
 
 Sangersekvensering 
All sekvensering ble utført av sekvenseringslaboratoriet ved Molekylærbiologisk institutt (ved UiB). 
Sekvenseringlaboratoriet benytter seg av automatisert Sanger DNA-sekvensering ved bruk av en 
kapillær-basert 3730XL Analyzer (Applied Biosystems). Sekvenseringen baserer seg på amplifisering av 
den aktuelle DNA-sekvensen ved bruk av en blanding av deoksynukleotider og fluorescens-merkede 
dideoksynukleotider. Dideoksynukleotidene mangler en 3’ hydroksylgruppe som fører til at 
elongeringen av DNA-molekyler terminerer. Tilfeldig innsetting av dideoksynukleotider fører til 
fragmenter av ulike størrelser som kan separeres ved hjelp av elektroforese og detekteres ved bruk av 
fluorescens. Hvert fragment inneholder en av fire forskjellige dideoksynukleotider som leses av, og ut 
i fra lengden på fragmentet bestemmes nukleotidenes posisjon. Sangersekvensering er begrenset til 
sekvensering av omtrent 900 basepar i hver reaksjon, og ved sekvensering av lengre fragmenter ble 
det benytter flere primere for å dekke hele sekvensen. I sekvenseringsreaksjonene ble renset plasmid-
DNA (metode 3.5.10.1) amplifisert etter oppsettet beskrevet i Tabell 33 og levert til 
sekvenseringslaboratoriet for analysering. Dataene fra sekvenseringen ble behandlet i programmet 
ApE (v2.0.47). Sekvenseringer som bestod av flere sekvenseringsreaksjoner ble manuelt behandlet og 







Tabell 33 – Protokoll for sekvensering 
Reagens Volum Konsentrasjon 
Big-Dye versjon 3.1 1 µL  
Sekvenseringsbuffer 1 µL  
Plasmid-DNA - 200 ng 
Primer (2µM) 1,6 µL 3,2 pmol 




Steg Temperatur Tid Antall sykluser 
Initiell denaturering 96°C 5 min 1 
Denaturering 96°C 10 sek  
Annealing 50°C 5 sek 25 
Ekstensjon 60°C 4 min  
- 4°C ∞ 1 





Gal4-DBD-AHR2 med ulike lengder av torskAHR2 og laksAHR2β ble konstruert ved å ligere AHR2-
fragmenter amplifisert med PCR sammen med pCMX-Gal4-plasmidet som inneholdt Gal4-DBD. 
 
 DNA-kutting 
Plasmidet pCMX-Gal4-DBD og AHR2 ble kuttet med to eller flere restriksjonsenzymer (Tabell 34) for å 
lage fragmenter med kompatible ender som kunne ligeres sammen. Kuttereaksjonene (Tabell 35) ble 
inkubert ved 37°C i 2 timer, tilsatt 10X lastebuffer og separert ved bruk av AGE. Fragmenter som 
korresponderte til linearisert pCMX-vektor og AHR2-fragmenter ble kuttet ut av gelen under UV-lys og 
renset. For konstruksjon av Gal4-DBD-torskAHR2, Gal4-DBD-torskAHR2 ΔAA1-36, Gal4-DBD-
laksAHR2β og Gal4-DBD-laksAHR2β ΔAA1-35 ble AHR-fragmentene først kuttet i to deler som så ble 
ligert sammen med pCMX-Gal4-plasmidet. Sekvensen fra torsk og laks inneholder interne kutteseter 
som fører til intern kutting av sekvensen (Figur 13). Torsk inneholder kun et intern kuttesete for EcoRI, 
som var mulig å omgå ved å kutte sekvensen i to deler. Sekvensen til laksAHR2β inneholder flere 
interne kutteseter for EcoRI og BamHI, og dette gjorde det nødvendig å bruke andre enzymer for 
kutting av laksAHR2β og laksAHR2β ΔAA1-35. For konstruksjon av Gal4-DBD-laksAHR2β LBD og Gal4-
DBD-laksAHR2β LBD+pasA ble det benyttet de samme enzymene som for torsk, men i en partiell 





Tabell 34 - Enzymer brukt i dobbelkutting med restriksjonsenzymer 
 EcoRI BamHI NheI 
NcoI Del 1 laksAHR2β  
Del 1 laksAHR2β ΔAA1-35 
Del 1 torskAHR2 
Del 1 torskAHR2 ΔAA1-36 
Del 2 torskAHR2 
Del 2 torskAHR2 ΔAA1-36 
Del 2 laksAHR2β  












Tabell 35 - Protokoll for dobbelkutting med restriksjonsenzymer 
Reagens Volum Konsentrasjon 
  Vektor: Innsatt DNA: 
DNA - 10 µg/40µL 2 µg/40µL 
Enzym 1 (15U/µL) 1 µL 0,375 U/µL 0,375 U/µL 
Enzym 2 (15U/µL) 1 µL 0,375 U/µL 0,375 U/µL 
10X Buffer K/M 4 µL 1X 1X 
BSA (0.1%) 4 µL 0,01% 0,01% 
MQH2O Til 40 µL - - 
    
 
 
 Delvis kutting med restriksjonsenzymer 
For å konstruere Gal4-DBD-laksAHR2 LBD og LBD+pasA ble det benyttet en partiell kuttereaksjon. PasA 
og LBD delen av sekvensen inneholder kun et internt kuttesete for EcoRI. For å unngå kutting av EcoRI 
i dette setet, ble det satt opp flere parallelle reaksjoner med laksAHR2β og en konstant konsentrasjon 
av BamHI. Hver reaksjon ble tilsatt EcoRI fortynnet 1:2 i forhold til den foregående prøve. Ellers var det 
likt som beskrevet i Tabell 35, men med mindre volumer. Prøvene ble inkubert ved 37°C i 2 timer og 
separert ved bruk av AGE. Reaksjonene som ga et tilfredsstillende produkt ble gjentatt med større 
volumer og produktene ble renset for videre bruk. 
 
Figur 13 - Kutteseter for restriksjonsenzymer i torskAHR2 og laksAHR2β. Kutteseter for NcoI, EcoRI 





For å hindre religering av linearisert pCMX-Gal4-vektor ble vektoren defosforylert ved bruk av alkalisk 
fosfatase fra reke (SAP). SAP er en fosfatase og fjerner fosfatgruppen 5’ på vektoren som oppstår ved 
kutting med restriksjonenzymer. En beskrivelse av reaksjonsblandingen for defosforylering er gitt i 
Tabell 36. Volumet for antall mol DNA-ender ble beregnet ut i fra Formel 1. 
 
 
Tabell 36 – Protokoll for defosforylering 
Reagens Volum Konsentrasjon 
Lineært DNA - 1pmol DNA-ender 
SAP Buffer 10X 2 µL 1X 
SAP (1U/µL) 1 µL 1 U 
MQH2O Til 20 µL - 
Reaksjonsmiksen ble inkubert ved 37°C i 45 min. SAP ble inaktivert ved å varmebehandle prøvene på 
65°C i 15 min. 
   
 
 
Formel 1 – Beregning av antall ender 
pmol DNA-ender = ng DNA × (pmol / 660pg) × (103pg / 1ng) × (1/N) × 2 
















Plasmidene pCMX-Gal4-DBD-AHR2 ble konstruert ved å ligere sammen kuttet og renset pCMX-Gal4-
DBD plasmid med et eller to fragmenter av AHR2 ved bruk av T4 DNA-ligase (Takara). T4 DNA-ligase 
katalyserer dannelsen av fosfodiesterbånd mellom 5’ fosfat og 3’ -hydroksylgrupper. En beskrivelse av 
ligeringsreaksjonen er gitt i Tabell 37. Masse av innsatt DNA for ligeringsreaksjonen ble beregnet ved 
hjelp av formel 2. Det ble brukt et molart forhold tilsvarende 1:1 eller 3:1 mellom innsatt-DNA og 
vektor ved ligering av 3 fragmenter og et 3:1–forhold ved ligering av to fragmenter. 3-10 µL 
ligeringsprodukt ble transformert med Strataclone kompetente celler (Agilent) eller 10-beta-celler 
(New England Biolabs) etter metode 3.5.8 og renset plasmid ble sekvensert for verifisering av rett 
leseramme for Gal4-DBD-AHR2. 
 
 
Tabell 37 – Protokoll for ligeringsreaksjon 
Reagens Volum Konsentrasjon/mengde 
pCMX-Gal4 (vektor) - 25ng 
AHR2 (innsatt DNA) - Se formel 2. 
T4 Ligase (350U/µL) 0,5 µL 17,5 U/µL 
10X T4 DNA Ligase Buffer 1 µL 1X 
MQH2O Til 10 µL - 
Reaksjonsløsningen ble inkubert på 12°C i ca. 16 timer eller 10 min ved romtemperatur.  T4-ligasen 




Formel 2 – Beregning av masse av innsatt DNA i vektoren 









For å måle ligand-indusert aktivering av torskAHR2 og laksAHR2β ble det benyttet et luciferasebasert 
genreporter-system. I dette systemet blir reporterplasmid, som inneholder reportergenet luciferase, 
og reseptorplasmid, med rekombinant Gal4-DBD-AHR2, transfektert inn i COS-7-celler. Etter 
transfeksjonen blir fusjonsproteinet Gal4-DBD-AHR2 uttrykt i cellene. Reporterplasmidet er kontrollert 
av flere oppstrøms aktiveringssekvenser (UAS) til Gal4-proteinet, og ved ligandbinding til Gal4-DBD-
AHR2 oppstår det konformasjonsendringer som aktiverer Gal4-domenet, og får det til å binde UAS og 
indusere uttrykking av reportergenet. Luciferase blir uttrykt og translatert, og katalyserer dannelsen 
av oxyluciferin fra luciferin. Denne reaksjonen produserer lys og gjør det mulig å detektere og 
kvantitere aktivering av reseptor-proteinet (Figur 14). 
Figur 14 – Skjematisk oversikt over prinsippet bak ligandaktiveringsforsøk med Gal4-DBD UAS-
systemet. Plasmider med reseptor- og reporter-gen (luciferase) blir transfektert inn i en cellelinje. Ved 
ligandbinding aktiveres reseptorproteinet bundet til Gal4 DNA-bindende-domene (Gal4-DBD). Gal4-DBD 
binder til UAS, som ligger oppstrøm av luciferase-genet og induserer uttrykking av luciferase. Luciferase 





Reseptorplasmidet pCMX-GAL4-DBD består av en eukaryot ekspresjonsvektor pCMX som inneholder 
det DNA-bindende domene fra Gal4 (Harmon et al. 1995; Sadowski & Ptashne 1989; Umesono et al. 
1991). Ulike lengder av torskAHR2 og laksAHR2β ble klonet inn i leseramme med Gal4-DBD som 
beskrevet tidligere (metode 3.7). 
 
 Luciferaseaktivitet 
Luciferase er et enzym som finnes blant annet i lysbiller og er et mye brukt reporter-gen i in vitro 
celleforsøk. Luciferase-enzymet som ble brukt i disse forsøkene katalyserer omdannelsen av luciferin 
(ved bruk av ATP og O2) til oxyluciferin (i tilegg til AMP og PPi). Denne kjemiske reaksjonen avgir lys ved 
560nm som kan måles spektrofotometrisk. I ligandaktiveringsforsøkene ble det brukt plasmidet 
mh(100)x4tk luc (se Tabell 6 for opphav) som inneholder genet for luciferase kontrollert av fire 
oppstrøms aktiveringssekvenser (UAS) (Kang et al. 1993) for Gal4 fra gjærsopp (Saccharomyces 
cerevisiae) (Harmon et al. 1995). 
 
 β-galactosidase 
For å korrigerer for ulikheter i transfeksjonseffektivitet, ble pCMX-GAL4-DBD-AHR2 og mh(100)x4tk luc 
plasmidene transfektert sammen med pCMV-β-Gal-plasmider (Tabell 6) (i lik mengde som 
reporterplasmid) og som inneholder genet for β-galactosidase (β-Gal). β-Gal er et bakterielt enzym 
som katalyserer kløyving av blant annet β-galactoside-bindinger (Sambrook & Russell 2001). β-Gal 
katalyserer dannelsen av galaktose og orto-nitrofenol fra orto-nitrofenyl-β-galaktosid (ONPG). Denne 
reaksjonen danner et gult produkt som kvantifiseres spektrofotometrisk ved å måle absorbanse på 
420nm. For at observerte endringer i luciferase-aktivitet ikke skulle påvirkes av ulik 
transfeksjonseffektivitet ble målt luminescens normalisert ved å dele verdien på β-Gal-aktivitet 
(absorbans). 
 
 Kultivering av COS-7-celler 
COS-7-celler lagret i frysemedium (Tabell 8) i gassfasen over flytende nitrogen ble tint, tilsatt 10 mL 
dyrkingsmedium (DMEM-10% FBS, Tabell 9) og sentrifugert ved 250 x g i 5 min for å fjerne dimetyl 
sulfoksid (DMSO). Mediet ble fjernet, cellepelleten resuspendert i 10 mL dyrkingsmedium og sådd ut 




Ved en celletetthet (konfluens) på mellom 50-80 % ble cellene splittet. Dyrkingsmedium ble fjernet og 
cellene vasket med 1X PBS (pH 7,4). Cellene ble behandlet med Trypsin-EDTA (0,05 % trypsin, 0,02 % 
EDTA) i 45 sekunder som kutter intercellulære interaksjoner og gjør at cellene løsner fra 
dyrkningsplaten. Overskuddsløsning ble fjernet og cellene ble inkubert i 5 min ved 37 °C og 5 % CO2. 
Cellene ble resuspendert i dyrkingsmedium og fortynnet 1:10 eller 1:20 og overført til en ny 
kultiveringsskål for videre inkubering ved 37 °C i 5 % CO2. Dagen før ligandaktiveringsforsøk ble cellene 
splittet og fortynnet 1:2.  
Standard betingelser for COS7-cellene var bruk av DMEM-10% FBS dyrkingsmedium og inkubering ved 
37 °C og 5 % CO2. 
 
 Utsåing av celler 
COS-7-celler ble behandlet med trypsin-EDTA og resuspendert i 10 mL DMEM-10% FBS. Et volum 
celleløsning ble blandet 1:1 (v/v) med trypan blue, inkubert ved romtemperatur i 5 min og 
celletettheten ble bestemt ved bruk av et haemocytometer (Buerker) og lysmikroskopi. Det ble tilsatt 
5000 celler i hver brønn på en 96-brønnsplate som ble inkubert ved 37 °C og 5 % CO2 i 24 timer. 
 
 Transfeksjon 
Gammelt vekstmedium ble fjernet og cellene ble tilsatt en blanding bestående av DMEM-10%FBS og 
plasmid, redusert medium (Opti-MEM I) og transfeksjonsreagens (TransIT-LT1) (Tabell 38). 
Transfeksjonsreagenset består av en blanding av lipider, proteiner og polyaminer som fasiliterer 
transport av plasmid-DNA over cellemembranen. Plasmid-DNA (100 ng/brønn) ble fortynnet i Opti-
MEM I og tilsatt TransIT-LT1 reagens. Blandingen ble inkubert i 30 min ved romtemperatur og tilsatt 
DMEM-10%FBS. Etter tilsetting av vekstmedium og transfeksjonsblanding ble cellene inkubert ved 
37 °C og 5% CO2 i 24 timer. 
 
Tabell 38 - Reagenser for transfeksjon 
Reagens Mengde per brønn (96-brønn plate) 
Opti-MEM I 9 µL 
Plasmid-miks (1µg/µL) 0,1 µL 
TransIT-LT1 0,3 µL 
DMEM-10%FBS 92 µL 





Et døgn (24 timer) etter transfeksjon av plasmid-DNA ble gammelt medium fjernet og cellene 
eksponert for ulike forbindelser. Alle forbindelsene brukt i eksponeringsforsøkene ble løst i DMSO og 
fortynnet til ønsket konsentrasjon i DMEM-10%ss FBS (uten fenol rød og med kull- og resinstrippet 
FBS). Det ble laget en fortynningsrekke A-G i en 96-brønns plate, med fem ganger fortynning mellom 
hver rad. Rad H fungerte som kontroll og inneholdt kun DMSO. Fortynningsrekken ble laget med to 
ganger (2X) den endelig konsentrasjon av ligand og løsemiddel (DMSO). Endelig konsentrasjon (1X) ble 
oppnådd ved å tilsette 100 µL fra hver brønn av fortynningen til 100 µL DMEM-10% ssFBS i hver brønn 
på celleplaten (96-brønner) (Figur 15). Endelig DMSO-konsentrasjon var mellom 0,1-0,5 % av 
totalvolumet, og lik for alle konsentrasjoner av teststoffer og løsemiddelkontrollen. Cellene ble 
eksponert i 24 timer, ved 37 °C og 5 % CO2. 
 
  Måling av luciferase- og β-galaktosidaseaktivitet 
Etter eksponering i 24 timer ble medium fjernet og COS-7 cellene inkubert sammen med en 
lyseringsløsning (Tabell 15) i 30 min ved romtemperatur og lett risting. Lyseringsløsningen ødelegger 
cellemembraner, stabiliserer proteiner og inhibererer protease-aktivitet. Lysat (50 µL) ble så overført 
til en hvit luminescens-plate (96-brønn), og til en gjennomsiktig plate (96-brønn) for måling av 
absorbans. Platen for absorbans ble tilsatt 100 µL av β-Gal-reaksjonsløsning (Tabell 17) i hver brønn og 
inkubert ved romtemperatur i ca. 20 min til en gulfarge oppstod, og avlest ved 420nm. Platen for 
måling av luminescens ble tilsatt 100 µL luciferase-reaksjonsløsning (Tabell 19) i hver brønn og avlest 
øyeblikkelig. Både absorbans og luminescens ble avlest i en Enspire 2300 plateleser (PerkinElmer). 
Figur 15 – Fortynning av test-forbindelser brukt i ligandaktiveringsforsøkene. Det ble laget en 
fortynningsrekke for hver test-forbindelse hvor forbindelsen ble fortynnet 5 ganger i gjentatte steg. 
For å oppnå ønsket konsentrasjon ble hver brønn i fortynningsrekken fortynnet 1:2 direkte med 




 Utprøving av Gal4-DBD-AHR2 varianter 
For å undersøke hvilke varianter av Gal4-DBD-torskAHR2 og Gal4-DBD-laksAHR2β som var mest 
responsive ble alle variantene transfektert inn i COS-7-celler. Det ble brukt et 1:10 masseforhold 
mellom reseptor- og reporterplasmid. Cellene ble videre eksponert for 192 pM til 3 µM BNF og inkubert 
i 24 timer ved 37 °C og 5 % CO2. Gal4-DBD-AHR2-variantene som ga best resultat ble brukt videre i 
påfølgende forsøk. 
 Optimalisering av forholdet mellom reseptor og reporter-plasmid 
For å optimalisere ligandaktiveringsforsøkene ble COS-7 celler transfektert med Gal4-DBD-AHR2-
varianter i ulike masseforhold mellom reseptor- og reporterplasmid, som vist i Tabell 39. Cellene ble 
så eksponert for BNF (0,96 nM-15 µM) og inkubert i 24 timer ved 37 °C og 5 % CO2. Forholdet mellom 
reseptor og reporter-plasmid som ga best resultat ble brukt videre i påfølgende forsøk. 
 
Tabell 39 - Plasmidmengde (ng) per brønn (96-brønn plate) ved ulike masseforhold mellom reseptor- 
og reporter-plasmid. 
Plasmid: 1:2 1:5 1:10 1:20 
mh(100)x4tk luc (reporter) 40,00 45,45 47,62 48,78 
pCMV-β-Gal 40,00 45,45 47,62 48,78 
pCMX-Gal4-DBD-AHR2 (reseptor) 20,00 9,09 4,76 2,44 
 
 
 Ligandspesifikk aktivering av AHR2 fra fisk 
COS-7 celler transfektert med Gal4-DBD-torskAHR2 og Gal4-DBD-laksAHR2β ble eksponert for ulike 
forbindelser og inkubert i 24 timer ved 37 °C og 5 % CO2. Det ble brukt syv forskjellige konsentrasjoner 
for hver forbindelse i tillegg til kontrollen som kun innehold løsemiddelet (DMSO). En oversikt over 
forbindelser og hvilke konsentrasjoner som ble brukt er vist i Tabell 40. 
 
Tabell 40 – Eksponeringskonsentrasjoner av test-forbindelser (µM) 
β-naftoflavone α-naftoflavone Benzo(a)pyren Phenanthrene PCB-126 PCB-153 FICZ 
3 3,2 4,7 4,6 2 2 0,1 
0,6 0,64 0,94 0,92 0,4 0,4 0,02 
0,12 0,128 0,188 0,184 0,08 0,08 0,004 
0,024 0,0256 0,0376 0,0368 0,016 0,016 0,0008 
0,0048 0,00512 0,00752 0,00736 0,0032 0,0032 0,00016 
0,00096 0,001024 0,001504 0,001472 0,00064 0,00064 0,000032 





For å undersøke om viabiliteten til COS-7 cellene ble påvirket av ligandeksponering ble det utført et 
celleviabilitets-forsøk. Det ble benyttet en kombinasjon av resazurin (også kjent som Alamar Blue) og 
CFDA-AM som en indikasjon på henholdsvis metabolsk aktivitet og membranintegritet (Schreer et al. 
2005). COS-7-celler ble transfektert med Gal4-DBD-torskAHR2 og Gal4-DBD-laksAHR2β og eksponert 
for BNF (0,96 nM-15 µM) i 24 timer ved 37 °C og 5 % CO2. Etter eksponering ble gammelt medium 
fjernet og cellene vasket med 1X PBS (pH 7,4). Det ble tilsatt 100 µL av resazurin/CFDA-AM-løsning 
(Tabell 24) i hver brønn og cellene ble tildekket og inkubert i 2 timer ved 37 °C og 5% CO2. Det ble tilsatt 
resazurin/CFDA-AM-løsning i tomme brønner (uten celler) for å bestemme bakgrunnssignal. 
Fluorscence ble avlest i en plateleser (Enspire 2300) ved 530 nm (eksitering) og 590 nm (emisjon) for 
resazurin, og ved 485 nm/530 nm for CFDA-AM. Bakgrunnssignal ble trukket fra de avleste verdiene. 
 
 Databehandling 
Data fra ligandaktiveringsforsøkene ble importert og bearbeidet i Microsoft Excel 2013. 
Luciferaseverdier for hver inviduelle brønn ble normalisert ved å dele på β-galactosidase-verdien fra 
den samme brønnen. Ved å dele det normaliserte luciferase-signalet for hver brønn på gjennomsnittet 
av verdiene fra kontrollprøvene ble det så beregnet fold ligandaktivert induksjon av luciferase i forhold 
til kontrollprøvene (kun løsemiddel). GraphPad Prism (versjon 6.07) ble brukt til å visualisere 
gjennomsnitt og standardavvik av x-antall replikater for hvert punkt. 
 
 Sekvensanalyse 
Den kodende nukleotidsekvensen for torsk AHR2 ble translatert til proteinkodende sekvens ved bruk 
av ApE (v.2.0.47). Proteinsekvensen ble sammenstilt med proteinsekvenser for andre arter tilgjengelig 
fra Uniprot-databasen og Ensembl-databasen. UniProt- eller Ensembl-identifikasjonsnumre for 
nedlastede sekvenser finnes i Vedlegg A. For sammenstilling av proteinsekvenser av AHR fra ulike arter 
ble Clustal Omega (EMBL-EBI) benyttet med standard innstillinger (Goujon et al. 2010). Clustal Omega 
er et internett-basert program for multippel sammenstilling av sekvenser, og kan brukes til å 
sammenstille store datasett (Sievers et al. 2011). Sammenstillingene ble visualisert i JalView (versjon 
2.9.0b2), og programmet MEGA6 (Versjon 6.06) ble benyttet til å beregne og visualisere fylogenetiske 






 For sammenligning av gjennomsnittsverdier mellom ulike grupper ble det utført t-test med og uten 
korreksjon for ulik varians i Microsoft Excel 2013. En-veis-ANOVA med Dunnets test ble brukt for å 
teste gjennomsnittsverdier mellom tre eller flere grupper i GraphPad Prism (versjon 6.07) 
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I dette kapittelet vil resultater oppnådd i denne oppgaven bli beskrevet. Resultatene er basert på 
teknikkene beskrevet i kapittel 3. 
 
 RNA-isolering 
Total-RNA fra torskelever og torskehjerte ble ekstrahert, og kvaliteten og integriteten til RNA ble 
kontrollert spektrofotometrisk og ved bruk av AGE (Figur 16). Fra alle ekstraksjoner ble det observert 
to distinkte bånd ved ca. 1200 og 2300 bp på agarosegelen, som indikerer lite nedbrytning av RNA 
(Figur 16). Direkte homogenisering i TriReagent ga noe renere 28S/18S-bånd (del B, Figur 16) 
sammenlignet med direkte nedfrysning hvor det ble observert noe mer bakgrunnssignal (del A, Figur 
16). Ved direkte nedfrysning av leverprøvene, ga spektrofotometriske målinger A260/280-verdier fra 1,78 
til 1,82 og A260/230 fra 0,47 til 0,96. Ved homogenisering i TriReagent før nedfrysning var A260/280-






Figur 16 - Kvalitetskontroll av RNA ved hjelp av agarose gel-elektroforese. 
Total RNA med 28S og 18S ribosomale enheter visualisert med AGE. M = 2 log 
referansemarkør. A) To parallelle RNA-ekstraksjoner fra torskelever. Brønn 1 og 
2 = 800ng, 3 og 4 = 500ng. B) 600ng fra RNA-ekstraksjon av hjerte (brønn 1) og 


















 cDNA-syntese og PCR kloning 
 
I denne oppgaven ble ulike deler av torsk AHR2 amplifisert med PCR fra cDNA og klonet inn i E. coli 
(beskrevet i detalj nedenfor). Ulike lengder av laksAHR2β ble amplifisert fra et plasmid. En oversikt 




Figur 17 - Kloningsstrategi. Figuren viser en oversikt over torskAHR2- og laksAHR2β-fragmenter som 











 Kloning av torskAHR2 LBD 
Ved bruk av PCR ble det amplifisert fragmenter fra cDNA fra torskelever som i størrelse tilsvarte det 
ligandbindende domenet (i underkant av 700 bp, Figur 18). PCR-fragmentene ble renset og ligert inn i 
plasmid (pSC-A), og videre transformert inn i kompetente E. coli-celler. Deretter ble det brukt PCR for 
å selektere ut enkeltkolonier som inneholdt plasmid med produkter av riktig lengde (positive 
transformanter) (Figur 19). Fra bakteriecellene ble det renset plasmid som ble sekvensert, og det ble 
bekreftet at nukleotidsekvensen til det innsatte fragmentet stemte sammenlignet med 







Figur 18 – Amplifikasjon av torskAHR2 LBD. LBD (661-1318) fra 
torsk AHR2 ble amplifisert med PCR og visualisert med AGE. M = 
2 log referansemarkør. Brønn 1 og 3: PCR med cDNA. Brønn 2 og 
4: PCR med templat syntetisert uten RT (kontroll). 
Figur 19 - PCR-utvelgelse (screening) for positive transformanter. Enkeltkolonnier transformert med 
ligeringsprodukt av pSC-A-torskAHR2 LBD ble undersøkt med PCR og AGE for hvorvidt de innehold 
plasmid med det ønskede torskAHR2-fragmentet innsatt. Kolonier som innehold plasmid med 
torskAHR2 LBD vises som bånd på ca. 800-900 bp, mens kolonier med tomme plasmid viser bånd på 
<300 bp. Hver brønn representer en enkeltkoloni. M = 2 log referansemarkør. 
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Det ble forsøkt å amplifisere torskAHR2 LBD+pasA med samme metode som for torskAHR2 LBD, men 
det ble ikke observert PCR-produkter i dette forsøket (ikke vist). Dette ble gjentatt med nytt cDNA og 
nye primere, samtidig som det ble gjort endringer i betingelsene for PCR-reaksjonen. Tilsetting av 
betain og trehalose, sammen med en lengre denatureringsperiode i starten av PCR-reaksjonen ga en 
noe mer effektiv amplifikasjon av torskAHR2 LBD (Figur 20). Det hadde derimot ingen positiv effekt på 




 Sekvensering av torskAHR2 
Den tilgjengelig sekvensen i Ensembl-databasen var ikke fullstendig, blant annet manglet et område 
overlappende med pasA-motivet og et lengre område 3’ i sekvensen (se Vedlegg B for sekvens). 
Ettersom det ikke lot seg gjøre å amplifisere lengre fragmenter av torsk AHR2 enn LBD, ble deler av 
sekvensen kartlagt ved å amplifisere og sekvensere en rekke kortere og overlappende fragmenter (del 
1, 2, 3 og 5 i Figur 17). Gel-elektroforese av disse fragmentene er vist i Figur 21. Del 4 var på det 






M 1 2 3 4 5 6 7 8 
Figur 20 - PCR med betain og trehalose. TorskAHR2 LBD ble amplifisert ved bruk 
av PCR med forlenget initial denaturering (10 min). Brønn 1 og 5 er uten tilsetning 
av et additiv (annealing temperatur: 51,3 °C), brønn 2-4 ble tilsatt 1 M betain og 
brønn 6-8 ble tilsatt 0,34 M trehalose begge ved varierende annealing-
temperaturer (44,8-48,3 °C). M = 2 log referansemarkør. 
M       1        2        3       4        5         6        7        8        M 
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Figur 21 - Stegvis amplifisering av torskAHR2. Deler av torskAHR2 ble amplifisert i en 
rekke overlappende fragmenter. Brønn 1-2) nukleotid 1-391, brønn 3-4) nukleotid 
350-706, brønn 5-6) nukleotid 3093-3384 og brønn 7-8) nukleotid 1257-1764. M = 2 




 Kloning av torskAHR2 LBD+pasA 
Da det til tross for omfattende optimalisering av PCR-reaksjonen ikke var mulig å amplifisere LBD+pasA 
eller lengre fragmenter fra AHR2, ble en annen metode brukt for å syntetisere cDNA. Ved bruk av 
SuperScript III revers transkriptase med ulike primerkombinasjoner cDNA-syntesen var det nå mulig å 
amplifisere både torskAHR2 LBD og LBD+pasA (Figur 22). Av de seks ulike primer-kombinasjonene som 
ble benyttet for cDNA-syntesen var det random hexamerprimere alene eller sammen med Oligo(dT)12-
18-primere som ga best resultat. Ved å bruke cDNA laget med denne metoden ble torskAHR2 LBD+pasA 
amplifisert, klonet og sekvensert. Det sammen ble gjort med del 4 av sekvensen slik at hele sekvensen 




Figur 23 – Amplifisering av torskAHR2 LBD+pasA og del 6. A) 
TorskAHR2 LBD+pasA (nukleotid 223-1318) og B) del 6 (1659-
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Figur 22 - Forbedret cDNA syntese. Tre ulike deler av torskAHR2 ble amplifisert ved bruk av PCR. A) 
LBD, B) LBD+pasA C) del 1 (nukleotid 1-391). Det ble benyttet cDNA-templat laget ved bruk av ulike 
primere: 1) Oligo(dT)12-18. 2) Random hexamer. 3) Oligo(dT)+Random. 4) Seks gen-spesifikke primere. 




 Kloning av fullengde-AHR2 
Den nye metoden for cDNA-syntese gjorde det mulig å amplifisere mye lengre fragmenter av 
torskAHR2 enn tidligere. Til tross for dette, var det fremdeles ikke mulig å amplifisere fullengde 
torskAHR2. Som for torskAHR2 LBD og LBD+pasA ble det forsøkt med ulike primerpar og endring av 
reaksjonsbetingelsene i PCR-reaksjonen. Det ble også isolert nytt total-RNA fra lever og hjerte-vev og 
cDNA ble syntetisert ved bruk av Superscript III med en blanding av random hexamer og oligo(dT)12-18-
primere.  Fra cDNA syntetisert RNA isolert fra hjerte ble det amplifisert lengre fragmenter (>2000 bp), 
men det var ikke mulig å amplifisere torskAHR2-sekvensen i sin helhet. For å konstruere en fullstendig 
torskAHR2-sekvens for bruk i ligandaktiveringsforsøk ble torskAHR2 amplifisert i to deler som 
inneholdt overlappende segmenter (Figur 24). PCR-produktene ble deretter blunt-klonet inn i et pSC-
A-plasmid og sekvensert. Fra de to delene ble det konstruert et fragment på 3384 bp som tilsvarte full-
lengde torskAHR2. Dette fragmentet ble også videre brukt som templat for amplifisere et fragment 




 Konstruksjon av reseptorplasmid 
For å undersøke ligandbindende egenskaper ble det konstruert plasmider med Gal4-DBD fusjonert til 
AHR2. Kloningsplasmid med ulike fragmenter av AHR2 (pSC-A-AHR2) ble kuttet med 
restriksjonsenzymer og ligert sammen med det eukaryote ekspresjonsplasmidet pCMX-Gal4-DBD. 
 
 TorskAHR2 
Plasmidene pSC-A-torskAHR2 LBD og LBD+pasA ble sammen med pCMX-plasmidet restriksjonskuttet 
og fragmentene ble separert med AGE (Figur 25). AHR2-fragmentene og pCMX-Gal4-DBD-vektoren ble 
renset og ligert sammen til plasmidene pCMX-Gal4-torskAHR2 LBD og pCMX-Gal4-torskAHR2 
Figur 24 – PCR av to overlappende fragmenter av torskAHR2. TorskAHR2 ble 
amplifisert i to overlappende fragmenter fra nukleotid 1-2612 (brønn 1-2, 2612bp) 
og nukleotid 1659-3384 (brønn 3-4, 1725bp). M = 2 log referansemarkør. 






LBD+pasA. Videre ble det konstruert et plasmid som bestod av hele sekvensen til torskAHR2. De to 
overlappende delene av torskAHR2 (1-2612 og 1659-3384) som sammen utgjorde en fullstendig 
sekvens, inneholdt begge et kuttesete for enzymet NcoI. De to delene ble kuttet ut fra pSC-A-plasmidet 
slik at fragmentene hadde kompatible ender, separert med AGE (Figur 26) og ligert sammen med 
kuttet pCMX-vektor til plasmidet pCMX-Gal4-DBD-torskAHR2. Ligeringsproduktet ble transformert inn 
i kompetente celler, og det ble utført PCR-screening av bakteriekoloniene (Figur 27). For å undersøke 
om det hadde blitt dannet en sammenhengende AHR2-sekvens, ble renset plasmid fra en enkeltkoloni 
kuttet med ulike enzymer. Plasmidet ble kuttet med EcoRI, BamHI og NcoI i ulike kombinasjoner og 
produktene ble separert ved hjelp av AGE som vist i  Figur 28. Kuttemøsteret som ble observert tilsvarte 
det som var forventet fra en AHR2-sekvens, og dette plasmidet ble derfor brukt videre. Fra dette 
plasmidet var det nå også mulig å amplifisere fullengde AHR2 med primere som i tidligere forsøk ga 
negative resulat. Fra pCMX-Gal4-DBD-torskAHR2 ble det amplifisert et fragment uten de første 108 
nukleotidene 5’ i sekvensen (109-3384). For å unngå et internt kuttesete for EcoRI, ble dette 
fragmentet kuttet i to deler som for pCMX-Gal4-DBD-torskAHR2 og ligert sammen med pCMX-Gal4-
DBD til plasmidet pCMX-Gal4-DBD-AHR2 ΔAA1-36. Alle pCMX-Gal4-DBD-AHR2-plasmidene ble 
sekvensert og bekreftet at AHR2-fragmentene var i leseramme med Gal4-DBD. 
 
 
Figur 25 - Restriksjonskutting av torskAHR2 LBD og LBD+pasA. A) pCMX-Gal4-DBD ukuttet (1) 
og kuttet med EcoRI og BamHI (2) og pSC-A-torskAHR2-LBD ukuttet (3) og kuttet med EcoRI 
og BamHI (4). B) pCMX-Gal4-DBD ukuttet (1) og kuttet med EcoRI og BamHI (2) og pSC-A-
torskAHR2-LBD+pasA ukuttet (3) og kuttet med EcoRI og BamHI (4). M= 2 log referansemarkør.
 























Figur 28 - Restriksjonsanalyse av pCMX-Gal4-torskAHR2 konstruksjon. Renset plasmid (1) ble 
kuttet med BamHI (2), BamHI + EcoRI (3), BamHI + NcoI (4) og EcoRI + NcoI (5) og visualisert med 
AGE. M = 2 log referansemarkør. 
Figur 26 - Kuttereaksjon med to overlappende fragmenter av torskAHR2. pCMX-GAL4-DBD-
plasmid (vektor) og to overlappende deler av torskAHR2 i pSC-A-plasmid ble kuttet med 
restriksjonsenzymer. 1) Ukuttet vektor. 2) vektor kuttet med EcoRI+BamHI. 3) Ukuttet torskAHR2 
(1-2612). 4) torskAHR2 (1-2612) kuttet med EcoRI og NcoI. 5) Ukuttet torskAHR2 (1659-3384). 6) 
torskAHR2 (1659-3384) kuttet  med BamHI og NcoI. M = 2 log referansemarkør. 
Figur 27 - PCR-utvelgelse (screening) av kolonier transformert med ligeringsprodukt. Det ble utført 
PCR med vektor-spesifikke primere som binder på hver side av innsatt DNA, for å undersøke hvorvidt 
kolonier fra transformasjonen inneholder plasmid med et innsatt produkt (>3000bp) eller kun tom 
vektor (300bp). A) 1:1 molart forhold mellom vektor og innsatt DNA i ligeringsreaksjonen. B) 1:3 
molart forhold mellom vektor og innsatt DNA. M = 2 log referansemarkør.  


















For å sammenligne ligandbinding for torskAHR2 med en reseptor fra en annen art ble tilsvarende 
laksAHR2β-fragmenter amplifisert fra et plasmid (Figur 17). Sekvensen til laksAHR2β inneholdt en 
rekke interne kutteseter for restriksjonsenzymene som ble brukt for å konstruere pCMX-Gal4-DBD-
torskAHR2-plasmidene, og medførte at det ble dannet fragmenter som var kortere enn ønskelig. Ved 
å redusere konsentrasjonen av enzymet som gjenkjente det interne kuttesetet (partiell kutting) var det 
mulig å kutte sekvensen i rette lengder slik at produktene for laksAHR2β LBD  og LBD+pasA ble dannet 
(Figur 29). Fragmentene ble renset og ligert inn i pCMX-Gal4-DBD til pCMX-Gal4-DBD-laksAHR2β LBD 
og pCMX-Gal4-DBD-laksAHR2β LBD+pasA. Denne fremgangsmåten var ikke effektiv for lengre 
fragmenter (full-lengde og ΔAA1-35) siden disse fragmentene inneholdt flere interne kutteseter enn 
de kortere variantene. pCMX-Gal4-DBD-laksAHR2β (full-lengde) og pCMX-Gal4-DBD-laksAHR2β ΔAA1-
35 ble dermed konstruert på samme måte som for torskAHR2, ved å kutte den amplifiserte sekvensen 
i to deler som ble renset og ligert sammen med pCMX-Gal4-DBD. Alle pCMX-Gal4-laksAHR2β-





De ulike variantene av pCMX-Gal4-AHR-plasmidene ble dyrket i cellekultur og renset ved bruk av midi- 
eller maxiprep. Konsentrasjon og renhet av plasmidene ble målt spektrofotometrisk ved bruk av 
Figur 29 - Delvis restriksjonskutting av laksAHR2 LBD og LBD+pasA. For å unngå uspesifikk kutting 
pSC-A laksAHR2β LBD og LBD+pasA kuttet med ulike konsentrasjoner av EcoRI sammen med en 
konstant konsentrasjon av BamHI. Konsentrasjonen av EcoRI ble halvert for hvert steg til det var mulig 
å observere bånd av ønsket størrelse. A) laksAH2β LBD+pasA kuttet med 0,012 til 0,0007 enheter
EcoRI/µL (1-5). B) laksAHR2β LBD kuttet med 0,047 til 0,0029 enheter EcoRI/µL (1-5).  M = 2 log 
referansemarkør. 










NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Alle plasmidene hadde A260/280 verdier mellom 1,8-1,9 og A260/230 > 
2,3, som indikerer rent DNA uten forurensninger. Videre ble kvaliteten på pCMX-Gal4-AHR-
plasmidene, reporterplasmid ((mh100) x4 tk luc) og referanseplasmid (pCMV-β-Gal) undersøkt på gel-
elektroforese. Reporterplasmidet (mh100) x4 tk luc og referanseplasmid pCMV-β-Gal som ble brukt i 
ligandaktiveringsforsøk med torskAHR2 og laksAHR2β ble tidligere renset av R. Lille-Langøy (Institutt 
for biologi, UiB). Hovedvekten av plasmidene var i en dobbelttvunnet konformasjon og dermed egnet 
















Figur 30 – Kvalitetskontroll av plasmider brukt i ligandaktiveringsforsøk. De ulike variantene av 
pCMX-Gal4-DBD-AHR2/2β ble sammen med reporter-plasmid ((mh100) x4tk luc) og referanse-plasmid 
(pCMV-β-Gal) separert ved bruk av AGE for å undersøke plasmidkonformasjon (200 ng av hvert 










I denne oppgaven ble ligandaktivering av Gal4-DBD-AHR kvantifisert ved å måle uttrykking av luciferase 
i reportersystemet beskrevet i metode 3.8. 
 Sammenligning av ulike Gal4-AHR2 varianter 
For å undersøke om ulike varianter av Gal-DBD-AHR2 fra torsk og laks hadde ligandbindende og 
transaktiverende egenskaper, ble COS-7 celler transfektert med de fire variantene av plasmidene 
pCMX-Gal4-DBD-torskAHR2 og pCMX-Gal4-DBD-laksAHR2β sammen med reporterplasmidet (mh100 
tk x4 luc) og referanseplasmidet (pCMV-β-Gal). Det ble benyttet et 1:10 masseforhold mellom 
reseptorplasmidene og reporter/referanse-plasmidene. COS-7 celler ble videre eksponert i 24 timer 
for ulike konsentrasjoner av β-naftoflavon (BNF) og lysert. Den enzymatiske aktiviteten til luciferase 
og β-galaktosidase ble lest av og luciferase-aktiviteten ble normalisert mot β-Gal-aktivitet og uttrykt 
som relative luciferaseenheter (RLE). Ligandaktivering av Gal4-DBD-AHR er beskrevet som fold endring 
i uttrykking av reportergenet mellom eksponerte prøver og prøver med kun løsemiddel (DMSO). 
Alle varianter av Gal4-DBD-torskAHR2 (beskrevet videre som torskAHR2) ga maksimal aktivering ved 
0,6 µM BNF, men hadde signifikante forskjeller i grad av aktivering (Figur 31). TorskAHR2 LBD og 
torskAHR2 LBD + pasA hadde en maksimal aktivering på henholdsvis 2,38- og 2,41-fold i forhold til 
løsemiddelkontrollen. For torskAHR2 ΔAA1-36 og torskAHR2 var maksimal aktivering 4,57 fold. For 
torskAHR2 LBD og torskAHR2 LBD + pasA var laveste signifikante aktivering i forhold til DMSO-
kontrollen henholdsvis ved 0,12 µM og 0,6 µM BNF. For torskAHR2 ΔAA1-36 og torskAHR2 var laveste 
signifikante aktivering ved 0,96 nM BNF. 
 For variantene av Gal4-DBD-laksAHR2β (beskrevet videre som laksAHR2β) ble det observert maksimal 
aktivering ved 0,6-3 µM BNF (Figur 32). LaksAHR2β LBD og laksAHR2β LBD+pasA hadde en maksimal 
aktivering på henholdsvis 3,54 og 3,06 fold og 4,31 og 4,88 for henholdsvis for laksAHR2β ΔAA1-35 og 
laksAHR2β. Laveste statistisk signifikante aktivering for laksAHR2β LBD, laksAHR2β ΔAA1-36 og 
laksAHR2β i forhold til DMSO-kontrollen var ved 0,96 nM BNF. For laksAHR2β LBD+pasA var laveste 
signifikante aktivering ved 24 nM BNF.  Den maksimal aktiveringen for laksAHR2β-variantene var 
tilsvarende som for torskAHR2-variantene, med unntak av laksAHR2β LBD som hadde en høyere 
aktivering enn tilsvarende variant fra torsk. For alle AHR-variantene (både torsk og laks) ble det 
observert en moderat nedgang i aktivering ved eksponering til 3 µM BNF i forhold til ved 0,6 µM BNF. 
Ved eksponering til 15 µM BNF ble det observert en betydelig nedgang til et nivå som var lavere enn 
løsemiddelkontrollen. Maksimal aktivering og minste signifikante aktivering av de ulike AHR-

































Figur 31 – Ligand-aktiveringsforsøk med ulike varianter av torskAHR2. COS-7 celler transfektert med 
ulike varianter av pCMX-Gal4-torskAHR2 ble eksponert for β-naftoflavon (BNF, 0,96 nM-15 µM) i 24 
timer. Hvert punkt viser gjennomsnittet av tre replikater med standardavvik for hvert punkt. Punktet 
med den laveste konsentrasjonen viser data fra celler kun eksponert for løsemiddelet (DMSO). BNF-
indusert aktivering av Gal4-AHR2 er vist som fold endring i relative luciferase-enheter (RLE) fra celler 















Figur 32 - Ligand-aktiveringsforsøk med ulike varianter av laksAHR2β. COS-7 celler transfektert med 
ulike varianter av pCMX-Gal4-laksAHR2β ble eksponert for β-naftoflavon (BNF, 0,96 nM-15 µM) i 24 
timer. Hvert punkt viser gjennomsnittet av tre replikater med standardavvik for hvert punkt. Punktet 
med den laveste konsentrasjonen viser data fra celler kun eksponert for løsemiddelet (DMSO). BNF-
indusert aktivering av Gal4-AHR2 er vist som endring i relative luciferase-enheter (RLE) fra celler 




























Tabell 41 – Maksimal og minste signifikante aktivering av ulike varianter av torskAHR2 og AHR2β. 
Tabellen viser aktivering (fold endring) i forhold til DMSO-kontrollen for celler transfektert med ulike 
Gal4-AHR2-plasmider. Cellene ble eksponert for BNF i 24 timer. Hver verdi er et gjennomsnitt av tre 
replikater. RSD = relativt standardavvik. Statistisk signifikans i forhold til DMSO-kontrollen ble beregnet 
ved hjelp av t-test og er oppgitt som P-verdi.  
 
 
 Optimalt forhold mellom reseptor og reporter-plasmid 
På bakgrunn av resultatene fra det tidligere forsøket (resultat 4.5.1) ble det valgt å bruke Gal4-DBD-
torskAHR2 og Gal4-DBD-laksAHR2β i videre forsøk. For å optimalisere ligand-aktiveringsforsøkene, ble 
COS-7-celler transfektert med flere ulike masseforhold mellom reseptorplasmidene (AHR) og 
reporterplasmid (luciferase). Referanseplasmidet (β-Gal) ble alltid brukt i samme mengde som 
reporterplasmidet. For torskAHR2 ble høyeste maksimale aktivering observert i COS-7-celler 
transfektert med et 1:20 forhold mellom reseptor- og reporter-plasmid (6,12 fold ved 0,6 µM BNF) 
(Figur 33). For celler transfektert med 1:2, 1:5 og 1:10-forhold var aktiveringen ved 0,6 µM BNF 
henholdsvis 4,43, 4,86, og 5,10 fold. Den maksimale aktivering ved et 1:20-forhold var ikke statistisk 
signifikant forskjellig fra celler transfektert med et 1:5 og 1:10-forhold (t-test, p<0,05). Den laveste 
konsentrasjonen hvor det ble observert endringer i aktivering sett i forhold til DMSO-kontrollen var 
ved 4,8 nM (1:2 forhold mellom reseptor- og reporterplasmid), 0,96 nM (1:5 og 1:10) og ved 192 pM 
(1:20).  
For laksAHR2β ble den høyeste maksimale aktivering i COS-7-celler transfektert med 1:2, 1:5 og 1:10 
forhold mellom reseptor- og reporter-plasmid observert ved 0,6 µM BNF, og beregnet til henholdsvis 
5,59, 5,57 og 4,49 fold (Figur 34). Gjennomsnittsverdiene for disse tre gruppene (reporter-reseptor 
forholdene) var ikke statistisk-signifikant forskjellig (ANOVA F(2,6) = 4,129, P=0,0745). For celler 
transfektert med et 1:20 forhold var derimot aktiveringen signifikant lavere enn ved de andre reseptor-
reporter forholdene, og ble beregnet til 3,13 fold ved 0,6nM BNF. Den laveste konsentrasjonen hvor 

















Maksimal aktivering:         
LBD 2,38 0,6 µM 12  <0,01 3,54 0,6 µM 5 <0,01 
LBD+pasA 2,41 0,6 µM 14  0,01 3,06 0,6 µM 8 <0,01 
AAΔ1-35/36 4,57 0,6 µM 6  <0,01 4,31 0,6 µM 7 <0,01 
Fullengde 4,57 0,6 µM 11  0,01 4,88 3 µM 8 <0,01 
Minste signifikante 
aktivering (p<0,05): 
        
LBD 1,64 0,12 µM 14  0,02 1,30 0,96 nM 4 <0,01 
LBD+pasA 1,82 0,6 µM 18  0,01 1,62 24 nM 6 <0,01 
AAΔ1-35/36 1,48 0,96 nM 7  <0,01 1,25 0,96 nM 8 0,02 
Fullengde 1,80 0,96 nM 9  <0,01 1,42 0,96 nM 4 0,01 




det ble observert endringer i aktivering i forhold til DMSO-kontrollen var ved 24 nM, 4,8 nM, 192 pM 
(men ikke ved 0,96 nM) og 4,8 nM ved bruk av henholdsvis et 1:2, 1:5, 1:10 og 1:20 forhold mellom 
reseptor- og reporterplasmid. Maksimal aktivering og minste signifikante aktivering av de ulike 
forholdene mellom reseptor- og reporter-plasmid er oppsummert i Tabell 42. 
 
 
Figur 33 - Ligand-aktiveringsforsøk for torskAHR2 med ulike forhold mellom reseptor- og 
reporterplasmid. COS-7 celler transfektert med ulike masseforhold (1:2-20) mellom pCMX-Gal4-
torskAHR2 (reseptor) og mh100 x4 tk luc (reporter) ble eksponert for β-naftoflavon (BNF) i 24 timer. 
Hvert punkt viser gjennomsnittet av tre replikater med standardavvik for hvert punkt. Punktet med 
den laveste konsentrasjonen viser data fra celler kun eksponert for løsemiddelet (DMSO). BNF-indusert 
aktivering av Gal4-AHR2 er vist som endring i relative luciferase-enheter (RLE) fra celler eksponert for 
BNF i forhold til fra celler kun eksponert for DMSO. *indikerer statistisk signifikans (p<0,05). 
* 
































Figur 34 - Ligand-aktiveringsforsøk for laksAHR2β med ulike forhold mellom reseptor- og 
reporterplasmid. COS-7 celler transfektert med ulike masseforhold (1:2-20) mellom pCMX-Gal4-
laksAHR2β (reseptor) og mh100 x4 tk luc (reporter) ble eksponert for β-naftoflavon (BNF) i 24 timer. 
Hvert punkt viser gjennomsnittet av tre replikater med standardavvik for hvert punkt. Punktet med 
den laveste konsentrasjonen viser data fra celler kun eksponert for løsemiddelet (DMSO). BNF-
indusert aktivering av Gal4-AHR2 er vist som endring i relative luciferase-enheter (RLE) fra celler 



















Tabell 42 - Maksimal og minste signifikante aktivering av torskAHR2 og AHR2β ved bruk av ulike 
forhold mellom reseptor- og reporter-plasmid. Tabellen viser aktivering (fold endring) i forhold til 
DMSO-kontrollen for celler transfektert med ulike forhold mellom reseptor (full-lengde 
AHR2/AHR2β)- og reporter-plasmid (1:2-1:20). Cellene ble eksponert for BNF i 24 timer. Hver verdi er 
et gjennomsnitt av tre replikater. RSD = relativt standardavvik. Statistisk signifikans i forhold til 
DMSO-kontrollen ble beregnet ved hjelp av t-test og er oppgitt som P-verdi. 













RSD % P-verdi 
(t-test) 
Maksimal aktivering:         
1:2 4,43 0,6 µM 4  <0,01 5,59 0,6 µM 9  <0,01 
1:5 4,86 0,6 µM 8  <0,01 5,57 0,6 µM 12  <0,01 
1:10 5,10 0,6 µM 7  <0,01 4,49 0,6 µM 9  <0,01 
1:20 6,12 0,6 µM 13  0,01 3,13 0,6 µM 10  <0,01 
Minste signifikante 
aktivering (p<0,05):         
1:2 1,59 4,80 nM 10  0,01 1,95 24 nM 18  0,04 
1:5 1,54 0,96 nM 3  <0,01 1,46 4,80 nM 5  0,01 
1:10 1,40 0,96 nM 6  0,01 1,36 0,19 nM 11  0,02 




 Ligandspesifikk aktivering av AHR2 fra fisk 
For å karakterisere aktivering av torskAHR2 med ulike ligander, samt undersøke eventuelle forskjeller 
i ligandspesifikk aktivering av AHR2 fra torsk og laks, ble COS-7 celler transfektert med henholdsvis 
pCMX-Gal4-DBD-torskAHR2 og pCMX-Gal4-DBD-laksAHR2β og eksponert for ulike eksogene og 
endogene forbindelser. Basert på tidligere forsøk (resultater 4.5.2) ble det valgt å bruke et 1:20 forhold 
mellom reseptor- og reporterplasmid for torsk, og 1:5 for laks forhold mellom reseptor og 
reporterplasmid. Det ble brukt et utvalg av forbindelser som er kjent for å være AHR agonister, som 
benzo(a)pyren (B(a)P), PCB-126, 6-formylindolo(3,2-b)carbazol (FICZ), og de potensielt svake AHR 
agonistene fenantren og α-naftoflavon (ANF) . I tillegg ble det brukt en mono-orto-substituert bifenyl 












For torskAHR2 eksponert for fenantren, ANF og PCB-153 ble det ikke observert noen endring i 
luciferaseaktivitet i forhold til DMSO-kontrollen (som vist Figur 35). Ved eksponering for benzo(a)pyren 
ble det observert en gradvis økende aktivering med økende konsentrasjoner. Laveste statistisk 
signifikante aktivering var ved eksponering for 0,3 nM og maksimal aktivering i forhold til DMSO-
kontrollen ble beregnet til 4,91 fold ved 4,7 µM B(a)P. PCB-126-eksponering ga en signifikant aktivering 
ved 80 nM. Maksimal aktivering ble beregnet til 1.91 fold ved 2 µM PCB-126. I motsetning til det som 
ble observert etter eksponering av BNF, så ble det ikke oppnådd et platå for maksimal aktivering for 
B(a)P og PCB-126. For BNF-eksponerte celler som fungerte som en intern kontroll ble det observert 
aktivering lik tidligere forsøk (se 4.5.1 og 4.5.2), men maksimal aktivering var noe lavere i dette forsøket 
sammenlignet med tidligere forsøk (4,22 mot 6,12 fold ved 0,6 µM i forsøk 2). Eksponering for det 
endogene tryptofan-derivatet FICZ ga en maksimal aktivering ved 0,8-20 nM, med 4,00 folds aktivering 
som høyeste gjennomsnittsverdi (ved 20nM) i forhold til DMSO-kontroll. Den laveste konsentrasjonen 




For laksAHR2β eksponert for fenatren, ANF og PCB-153 ble det, som observert for torskAHR2, ikke 
funnet noen endring i luciferaseaktivitet i forhold til DMSO-kontrollen (Figur 36). I motsetning til 
torskAHR2 ga laksAHR2β ingen aktivering ved eksponering med PCB-126 ved konsentrasjonene 
benyttet i dette forsøksoppsettet. For B(a)P ble maksimal aktivering observert ved 4,7 µM (2,39 fold) 
og laveste konsentrasjon hvor det ble observert aktivering var ved 7,5 nM. Ved eksponering for FICZ 
ble det observert en maksimal aktivering på 14,5 fold ved 4 nM i forhold til DMSO-kontrollen. Den 
maksimale aktiveringen for FICZ var betydelig høyere enn hva som ble observert for torskAHR2 (4,00 
fold ved 20 nM). Den laveste konsentrasjon hvor det ble observert statistisk signifikant aktivering i 
forhold til DMSO-kontrollen var ved 160 pM. Maksimal aktivering og minste signifikante aktivering ved 







Figur 35 - Aktivering av torskAHR2 av ulike forbindelser. COS-7 celler transfektert med pCMX-Gal4-
torskAHR2 ble eksponert for 7 ulike forbindelser i varierende konsentrasjoner i 24 timer. Hvert punkt 
viser gjennomsnittet av tre replikater med standardavvik for hvert punkt. Punktet med den laveste 
konsentrasjonen viser data fra celler kun eksponert for løsemiddelet (DMSO). Aktivering av Gal4-AHR2 
er vist som fold endring i relative luciferase-enheter (RLE) fra celler eksponert for testforbindelsen i 
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Figur 36 - Aktivering av laksAHR2β av ulike forbindelser. COS-7 celler transfektert med pCMX-Gal4-
laksAHRβ2 ble eksponert for 7 ulike forbindelser i varierende konsentrasjoner i 24 timer. Hvert punkt 
viser gjennomsnittet av tre replikater med standardavvik for hvert punkt. Punktet med den laveste 
konsentrasjonen viser data fra celler kun eksponert for løsemiddelet (DMSO). Aktivering av Gal4-
AHR2β er vist som fold endring i relative luciferase-enheter (RLE) fra celler eksponert for 














Tabell 43 - Maksimal og minste signifikante aktivering av torskAHR2 og AHR2β ved eksponering for 
ulike ligander. Tabellen viser aktivering (fold endring i forhold til DMSO-kontrollen) av AHR2/AHR2β 
ved eksponering for ulike testforbindelser i 24 timer. Hver verdi er et gjennomsnitt av tre replikater. 
RSD = relativt standardavvik. Statistisk signifikans i forhold til DMSO-kontrollen ble beregnet ved 
hjelp av t-test og er oppgitt som P-verdi. Forbindelser hvor det ikke ble observert aktivering er 
oppgitt uten verdi (-). 
  TorskAHR2   LaksAHR2β  

















aktivering:         
B(a)P 4,91 4,7 µM 8 % <0,01 2,39 4,7 µM 18 % <0,01 
BNF 4,22 0,6 µM 4 % <0,01 4,33 0,6 µM 31 % 0,05 
FICZ 4,00 20 nM 7 % <0,01 14,51 4 nM 22 % 0,02 
PCB-126 1,91 2 µM 19 % 0,01 -    
ANF -    -    
PCB-153 -    -    
Phenanthrene -    -    
Minste signifikante 
aktivering (p<0,05):         
B(a)P 1,65 0,30 nM 13 % 0,01 1,26 7,52 nM 2 % <0,01 
BNF 1,25 0,19 nM 8 % 0,02 1,78 4,80 nM 23 % 0,04 
FICZ 2,06 6,4 pM 3 % <0,01 2,53 0,16 nM 13 % <0,01 
PCB-126 1,43 80 nM 3 % <0,01 -    
ANF -    -    
PCB-153 -    -    
Phenanthrene -    -    
 
 
 Forskjeller i basal luciferaseaktivitet i ikke-eksponerte celler 
Under uttestingen av ulike Gal4-DBD-AHR-varianter (forsøk 1) ble det observert store forskjeller i 
bakgrunn-nivåene av luciferaseaktivitet (Figur 37). For COS-7 celler transfektert med torskAHR2 og 
torskAHR2ΔAA1-36 ble det målt henholdsvis 1,3×106 og 0,7×106 relative luciferase-enheter (RLE) ved 
eksponering til kun DMSO. Ved bruk torskAHR2 LBD og LBD+pasA, samt alle laksAHR2β-variantene var 
det målte signalet mellom 8729 og 12233 RLE.  
 Celleviabilitet 
Ved eksponering av COS-7-celler for BNF ble det observert en nedgang i aktivering ved de høyeste 
konsentrasjonene (3 og 15 µM). For å undersøke eventuelle toksiske effekter i COS-7-cellene, som 
potensielt kunne påvirke uttrykking av reseptor- og reporterproteinet, ble det målt to ulike parametere 
for celleviabilitet. Både for resazurin og CFDA-AM ble det observert en nedgående trend i 
fluorscensesignalet (Figur 38), men det ble ikke observert en tilsvarende nedgang slik det ble for 









Figur 37 – Bakgrunnsnivåer av luciferase-signal i ligandaktiveringsforsøk 1. Figuren viser 
bakgrunnsnivåene av det relative luciferase-signalet (RLE) i COS-7 celler eksponert for DMSO for 24 
timer transfektert med ulike varianter av AHR2/2β. 
Figur 38 – Celleviabilitet i COS-7-celler transfektert med Gal4-AHR2 eksponert for BNF i 24 timer. 
Hver punkt er basert på gjennomsnittet av tre replikater og er vist med standardavvik. RFE = relative 






I genom-databasen Ensembl er det annotert to gen, ahr1b og ahr2 for torsk. Data fra Ensembl ble brukt 
til å gjøre en synteny-analyse av ahr-gener fra ulike fiskearter som er genomsekvensert. Som vist i Figur 




Den kodende sekvensen som er annotert i Ensembl for torsk ahr2 består av 2571 nukleotider fordelt 
på 42 exon (for sekvens se Vedlegg B). Dette er i sterk kontrast til andre fiskarter, hvor blant annet 
AHR2 i sebrafisk er fordelt på 11 exon, og 10 exon i medaka (O. latipes) og japansk kulefisk (fugu). Det 
ble også observert manglende sekvens fra nukleotid 251 til 300, og fra 2571 og videre 3’ i AHR2 
sekvensen tilstede i Ensembl. Basert på nukleotidsekvensen fra overlappende cDNA fragmenter fra 
laboratorieforsøk (Figur 17) har vi nå kunnet fastslå at den predikerte kodende AHR2-sekvensen i torsk 
består av 3384 nukleotider (se Vedlegg C for full sekvens). For å verifisere cDNA-sekvensen ble det 
benyttet flere parallelle PCR-reaksjoner for å utelukke feil som kan introduseres i PCR-amplifiseringen. 
På bakgrunn av sekvensert cDNA for torskAHR2 ble det også gjort BLAST (grunnleggende søkeverktøy 
for lokal sammenstilling)-søk mot genomsekvensen for torsk, og det var deretter mulig å gjenfinne alle 
deler av AHR2 cDNA-sekvensen i genomdatabasen, men som foreløpig ikke er korrekt annotert. 
Figur 39 – Synteny-analyse av ahr-gener hos ulike arter av fisk. ahr og omliggende gener fra ulike fiskearter 
ble sammenstilt for å undersøke gen-organisering i forhold til torsk ahr1b og ahr2. Mange fiskearter, 
inkludert torsk har ahr-variantene i en tandem organisering. Stjerne (*) indikerer at genene er orientert 
motsatt retning (i henhold til fremover og revers DNA) i forhold til øvrige arter. (a) og (b) indikerer ulike 





Den proteinkodende AHR2-sekvensen fra torsk kan translateres til 1127 aminosyrer og utgjør et 
protein på 122,7 kDa. Basert på den predikerte proteinsekvensen for AHR2 fra torsk og sekvensen fra 
andre arter ble det utført en multippel sekvenssammenstilling (Clustal Omega) for å undersøke 
sekvenslikheten mellom forskjellige arter og ulike isoformer av AHR2. Det ble beregnet prosentvis 
likhet for flere funksjonelt viktige regioner av AHR, som viste at det er relativt stor sekvenslikhet i visse 
områder i AHR2 blant ulike fiskearter (Tabell 44). bHLH som involver blant annet binding til DNA og 
interaksjonen til ARNT og HSP90 hadde i andre fiskearter en likhet fra 74 % til 100 % sammenlignet 
med torskAHR2. For PAS A-domenet, som hovedsakelig er involvert i heterodimeriseringen med ARNT, 
var det 67-97 % likhet med torskAHR2. I PAS B-domenet som binder til HSP90 og også inneholder det 
ligandbindende domenet, viste sammenligningen fra 73 % til 97 % likhet til andre fiskearter. I 
motsetning til bHLH, PAS A og PAS B ble det i C-terminale deler av AHR2, som er involvert i 
transaktivering observert en betydelig lavere grad av sekvenslikhet fra 23% til 38%. Unntaket var 
tomcodAHR2, som var 87 % lik i denne delen sammenlignet med torskAHR2, og som også var den arten 
som er mest lik i sekvens i bHLH- og PAS-domene. Sammenligning av sekvensen til torsk sammen med 
et delvis fragment fra polartorsk (B. saida) (aminosyre 137-329 i torsk) viste en sekvenslikhet på 96 %. 
For sammenligning av ligandbinding mellom ulike arter, ble det i denne oppgaven benyttet laksAHR2β, 
og av de fire AHR2-formene som finnes i laks, var laksAHR2α og laksAHR2β de formene som viste størst 
likhet i sekvensen med torskAHR2. 
 
Navn, Isoform Artsnavn bHLH PAS A PAS B C-terminal Totalt Lengde  
        
Torsk AHR2 G. morhua 100 100 100 100 100 1127 
Tomcod AHR2 M. tomcod 100 97 97 87 90 1104 
Laks AHR2b S. salar 82 84 84 38 53 1058 
Regnbueørret AHR2a O. mykiss 82 86 83 38 53 1058 
Regnbueørret AHR2b O. mykiss 82 83 85 38 53 1059 
Laks AHR2a S. salar 82 84 84 34 52 1071 
Rød havbrasme AHR2 P. major 86 81 81 38 52 990 
Japansk kulefisk AHR2a T. rubripes 80 81 84 32 49 912 
Killifisk AHR2 F. heteroclitus 78 81 78 32 48 951 
Laks AHR2d S. salar 82 79 84 29 47 1107 
Laks AHR2g S. salar 82 78 82 28 46 1106 
Sebrafisk AHR2 D. rerio 79 78 85 28 46 1027 
Gullfisk AHR2 C. auratus 79 78 80 27 45 1025 
Japansk kulefisk AHR2b T. rubripes 81 74 78 26 43 981 
Japansk kulefisk AHR2c T. rubripes 74 67 73 23 43 818 
        
Menneske AHR H. sapiens 69 70 72 22 42 848 
 




 Fylogenetisk analyse 
For å undersøke det fylogenetiske forholdet mellom AHR i ulike organismer og AHR2 fra torsk, ble en 
rekke AHR1- og AHR2-sekvenser fra fisk og andre vertebrater sammenstilt ved hjelp av multippel 
sekvenssammenstilling. I tillegg til den klonede sekvensen for torskAHR2, ble en ufullstendig sekvens 
av torskAHR1b (tilgjengelig i Ensembl) også inkludert i sammenstillingen. På bakgrunn av den multiple 
sekvenssammenstillingen ble det konstruert et fylogenetisk tre (basert på maksimal sannsynlighet). 
Som vist i Figur 40 grupperes torskAHR2 sammen med andre AHR2-former fra fisk. Det fylogenetiske 
forholdet mellom AHR2 ser også ut til å reflektere den antatte evolusjonære utviklingen av 
strålefinnefisk (Near et al. 2012), hvor torsk og tomcod grupperes sammen (orden Gadiformes) ved 
siden av gruppen med fisk som killifisk, havbrasme og kulefisk (overorden Acanthopterygii). Av AHR2-
variantene fra laks grupper torskAHR2 sammen med laksAHR2α og laksAHR2β. Den ufullstendige 
sekvensen for torskAHR1b grupperes sammen med andre AHR1-former som inkluderer AHR-formen 
som finnes i pattedyr (menneske og mus). 
  
 Konservering av viktige aminosyrer 
Multippel sekvenssammenstilling ble brukt for å sammenstille proteinsekvenser for AHR2 fra fem 
forskjellige fiskearter; sebrafiskAHR2, killifiskAHR2, laksAHR2β, tomcodAHR2 og torskAHR2 (Figur 41). 
Som beskrevet tidligere, er de N-terminale delene av AHR2 fra torsk godt konservert sammenlignet 
med andre arter. I pattedyr AHR har aminosyrene P34, S35, K36, R37, H38, R39, og muligens også Y8 
og R13 (nummering for torsk) vist å være viktig i binding av AHR til responselementer (Bacsi & 
Hankinson 1996; Fukunaga & Hankinson 1996; Swanson & Jun-hua 1996)(merket rødt, Figur 41). Disse 
aminosyrene var konservert i alle vertebrat-AHR som ble undersøkt, inkludert torskAHR2. I det 
ligandbindende domenet har flere spesifikke aminosyrer tidligere blitt vist å være viktig for 
ligandbinding. Aminosyrene F280, H284, F288, F317, I318, H320 og A374 (for torsk) har blitt vist å være 
viktig for ligandbinding i forsøk med mus (merket gult, Figur 41). I alle AHR2 som ble undersøkt i denne 
sammenstillingen var disse aminosyrene konservert og identisk med det som finnes i AHR fra mus. Det 
ble samtidig observert en rekke aminosyrer i det ligandbindende domenet som var forskjellig mellom 
torskAHR2 og laksAHR2β, men ingen av disse er enda kjent for å ha en viktig rolle i ligandbinding. I 
tillegg til spesifikke aminosyrer i LBD, så har også andre aminosyrer andre steder i proteinsekvensen 
blitt vist å være viktig for funksjonen til AHR. Hos LaksAHR2β er aminosyre 110 en lysin (K). K110 i 
regnbueørret er vist å være viktig for reseptorens funksjon ved ligandbinding (Andreasen et al. 2002b). 
I alle andre arter som ble undersøkt og i de andre laksAHR2-variantene er denne aminosyren en 








Figur 40 - Fylogenetisk analyse av AHR. Den fylogenetiske forholdet mellom ulike former av AHR1 og 
AHR2 ble beregnet ved bruk av maksimal sannsynlighet-metoden basert på en JTT-matrise-basert 
modell. Prosentvis andel av replikerte trær hvor assosierte AHR befinner seg sammen i en bootstrap-
test (1000 replikasjoner) er vist ved siden av hver forgreining. Den fylogenetiske analysen ble 
konstruert i Mega 6.06 på bakgrunn av sekvenser sammenstilt med ClustalOmega (EMBL-EBI). AHR-






Figur 41 - Multippel sekvens-sammenstilling av AHR2 bHLH og PAS domener. AHR2 fra flere 
ulike arter ble sammenstilt med Clustal Omega (EMBL-EBI) og visualisert med JalView. 
Konserverte aminosyrer er merket med blå farge og inndeling av bHLH, pas-domene og LBD ble 
gjort etter (Andreasen et al. 2002a). Aminosyrer som har en viktig funksjon i ligandbinding til LBD 





Basert på en utvidet sekvenssammenstilling av AHR2 og AHR1 fra ulike arter (Vedlegg D) ble det 
observert en rekke enkeltaminosyrer som hovedsakelig er konserverte blant forskjellige AHR1 og 
AHR2, men hvor torsk og tomcod har en aminosyreendring sammenlignet med de fleste andre arter. 
Spesifikt for torsk er dette aminosyrene G25, G80, I120, G161, E165, S254, V263, Q285, N295 og S342. 
Q285, som befinner seg i det ligandbindende domenet, er unik for torsk og tomcod, hvor andre arter 
har en lysin (K) i denne posisjonen. Tomcod fra PCB-forurensede områder (Hudson River, USA) som 
viser lavere CYP1A indusering ved eksponering for PCB og 2,3,7,8-TCDD innehar en AHR-variant som 
blant annet mangler F439 og L440 (Wirgin et al. 2011). Torsk har begge disse aminosyrene intakte.  
 
Både kjernelokalisering-signal (K11-H38) og kjerneeksport-signal 1 (R62-S72) og 2 (R211-N223) er godt 
konservert i torskAHR2. LxxLL er et motiv som finnes i kjerneproteiner og koaktivatorer som er 
nødvendig for interaksjoner med kjernereseptorer. I AHR fra menneske har dette motivet blitt vist å 
være involvert i regulering av cellulær lokalisering og transkripsjon av målgenet cyp1a1 in vitro (Heery 
et al. 1997; Ikuta et al. 2002). I torsk ble det funnet to slike motiv. Det første er aminosyre L49-L53, 
som er konservert i de fleste arter. Det andre motivet finnes i aminosyre L553 til L557, og dette ble 
bare funnet i AHR2 fra torskefisk sammen med AHR1 fra de andre undersøkte artene. Den C-terminale 
delen av AHR som er involvert i transaktivering ved ligandbinding viser liten grad av konservering.  
 
Hos pattedyr består C-terminalen av AHR av et aktiveringsdomene som kan deles inn i tre regioner 
med et høy innehold av visse aminosyrer (Rowlands et al. 1996). Disse er asparginsyre og glutaminsyre 
(sure aminosyrer), glutamin (Q-rik) og prolin, serin og treonin (P/S/T-rik). Figur 42 viser fordelingen av 
disse tre aminsyregruppene for C-terminale deler av torskAHR2. Det ble observert at sekvensen 
inneholder en kort region med høyt innehold av sure aminosyrer (480-540) og et lengre område fra 
aminosyre 580 til 1100 med høyt innehold av prolin, serin og treonin. Det ble ikke observert et 
vedvarende område med høyt glutamin-innhold i sekvensen, men aminosyre 440-460, 740-800 og 900-
920 har høyere andel av glutamin enn resten av sekvensen. Det ble observert at sekvensen til AHR2 
fra torsk og tomcod, inneholder en rekke repeterte aminosyre-segmenter som ikke finnes i noen av de 
andre artene som ble undersøkt. Denne delen av sekvensen som strekker seg fra aminosyre 735-804 i 
torsk består av flere repeterte SNQTL eller SNQML-segmenter (Figur 43). Det ble utført et BLAST-søk 
med disse sekvensene fra torsk, men det var ikke mulig å identifisere tilsvarende strukturer i andre 










Figur 42 – Fordeling av aminosyregrupper i torskAHR2 C-terminal. Prosentvis innhold av ulike grupper 
av aminosyrer ble beregnet per 20 aminosyrer. De tre gruppene er glutamin (Q), sure aminosyrer: 
asparginsyre (D) og glutaminsyre (E), og en gruppe med prolin (P), serin (S) og treonin (T).  
 
Figur 43 - Sekvens-sammenstilling av AHR2. Et segment orientert C-terminalt i AHR2 fra flere ulike 
arter ble sammenstilt med Clustal-Omega (EMBL-EBI) og visualisert med JalView. Konserverte 
aminosyrer er merket med blå farge. AHR2 fra torsk og tomcod inneholder et segment med 







For å undersøke hvorfor det ikke var mulig å amplifisere fullengde cDNA for den kodende regionen av 
torskAHR2 ble det laget en oversikt over innholdet av guanin og cytosin (GC) i cDNAet. Disse to DNA-
basene fører til høyere smeltepunkt i DNA og mer stabile sekundærstrukturer og kan derfor gjøre PCR-
amplifisering vanskeligere for templater med et høyt GC-innhold. Sekvensdataene for torskAHR2 viser 
at innholdet av GC i mange deler er relativt høyt (>60%), men at det også er svært varierende (Figur 















Figur 44 - GC-profil av torskAHR2 cDNA. Figuren viser prosentvis (%) innhold av guanin og cytosin i 





I denne oppgaven har fokuset vært å klone og karakterisere AHR2 fra torsk, en ligandindusert 
transkripsjonsfaktorer som kan binde en rekke endogene og eksogene forbindelser, deriblant kjente 
miljøgifter, og som regulerer uttrykking av flere viktige gener involvert i biotransformasjon. Det har 
blitt vist at ahr2 fra torsk uttrykkes i lever og hjertevev og utgjør et predikert protein på 122,7 kDa som 
fusjonert til Gal4 DNA-bindende domene aktiveres av flere kjente AHR-agonister, blant annet den 
endogene forbindelsen FICZ in vitro. 
 Fylogeni og sekvensanalyse 
Ut i fra evolusjonært perspektiv er AHR er interessant protein. AHR er representert i alle grupper av 
vertebrater (Hahn 2002) og AHR-homologer har blitt karakterisert fra en rekke evertebrater, blant 
annet fra sjøanemonen N. vectensis, rundormen C. elegans, D. melanogaster (bananflue) og M. 
arenaria (vanlig sandskjell) (Butler et al. 2001; Duncan et al. 1998; Powell-Coffman et al. 1998; Reitzel 
et al. 2014). I motsetning til AHR fra vertebrater som binder en rekke ulike ligander, så har ingen av de 
nevnte AHR-homologene evnen til å binde 2,3,7,8-TCDD eller BNF (Butler et al. 2001; Powell-Coffman 
et al. 1998; Reitzel et al. 2014). AHR-homologene er derimot viktig for utvikling i disse organismene, 
blant annet for utvikling av nervesystem og ekstremiteter (Emmons et al. 1999; Qin & Powell-Coffman 
2004). Sammen med at AHR også har en fysiologisk rolle i pattedyr, tyder dette på at AHR oppstod som 
et fysiologisk regulatorprotein, som senere har evolvert til å være en reseptor og genregulator for 
eksogene forbindelser (Hahn & Karchner 2011). Utviklingen og diversiteten av AHR-gener i vertebrater 
antas å være en konsekvens av flere genom- og gen-dupliseringer på ulike tidspunkt i utviklingen, hvor 
en genspesifikk duplisering var opphavet til de to hovedgruppene av AHR som blir observert i fisk (Hahn 
2006). Tandem duplisering er en viktig evolusjonær drivkraft og ti prosent av genom-materialet fra 
menneske består av gener i en tandem organisering (Pan & Zhang 2008). En sammenligning av gen-
organisering fra ulike fiskearter viste at de fleste arter har AHR organisert på denne måten, inkludert 
AHR-variantene fra torsk. En ytterligere genomduplisering i fisk (Postlethwait et al. 2004), var trolig 
opphavet til ulike undervarianter av AHR1 og AHR2, observert i blant annet japansk kulefisk og 
sebrafisk (Hahn 2006). Sebrafisk har to varianter, AHR1b og AHR2 som begge binder og aktiveres av 
2,3,7,8-TCDD. I tillegg eksisterer også en tredje variant i sebrafisk, kalt AHR1a. Denne varianten var 
lenge antatt å være et pseudogen uten ligandbindende egenskaper, men har senere vist å kunne binde 
og indusere CYP1A ved eksponering for den uklassiske AHR-liganden leflunomid (Goodale et al. 2012). 




eventuelle paraloger til AHR1b og AHR2. Fremtidig genomanalyse og reannotering av torskegenomet 
vil likevel kunne avdekke om også torsk har flere varianter enn det som kjent til nå. Det ble i denne 
oppgaven valgt å fokusere på AHR2, ettersom flere studier har vist at skadelige effekter i fiskeembryo 
forårsaket av 2,3,7,8-TCDD og andre dioksinlignende forbindelser er avhengig av AHR2. Funksjonen til 
AHR1 som også kan binde og aktiveres av 2,3,7,8-TCDD er på det nåværende tidspunktet ikke kjent, 
men det har vært foreslått at den er involvert i fysiologiske mekanismer (Karchner et al. 2005). I 
pattedyr hvor det hovedsakelig eksisterer én variant av AHR, er reseptoren involvert i regulering av 
biotransformasjon og toksisitet, men har også en viktig fysiologisk rolle, blant annet i utvikling (Nguyen 
& Bradfield 2008).  
I denne oppgaven ble det vist at AHR2 fra torsk har en kodende sekvens på 3384 nukleotider som 
tilsvarer et protein på 122,7 kDa. Dette er relativt stort sammenlignet med andre arter, hvor predikert 
proteinvekt for AHR2 er 112,8 kDa i sebrafisk, 104,5 kDa i killifisk, 109,0 kDa i rød havbrasme. I tomcod 
er AHR2 predikert til 120,8 kDa, som tyder på at torskefiskene har relativt store AHR2-protein 
sammenlignet med andre teleoster. Sammenligningen av de funksjonelle regionene av AHR2 fra ulike 
arter viste at både bHLH- og PAS-domenet er relativt godt konservert mellom ulike arter. Dette er å 
forvente ettersom denne delen av AHR er involvert i DNA-binding, ligandbinding, cellulær lokalisering 
og dimerisering med HSP90, XAP2, p23 og ARNT. Sekvenssammenstillinger viste også at aminosyrer 
kjent for å være viktig for DNA- og ligandbinding var bevart i torskAHR2. Det ble observert noen 
aminosyrer i LBD fra torsk og tomcod som er unike blant artene undersøkt her, men det er ikke kjent 
hvilke rolle disse har for ligandbinding og eventuelle andre funksjoner. I andre deler av proteinet var 
sekvensene i mye mindre grad konservert blant ulike fiskearter.  Tilsvarende har blitt vist for AHR fra 
mus og menneske, hvor sekvenslikheten i den C-terminale delen var 58% i motsetning til 86% i den N-
terminal delen (Flaveny et al. 2008). I pattedyr inneholder den C-terminale delen et aktiveringsdomene 
(TAD) som har et høyt innhold av aspargin- og glutamin-syre, glutamin og prolin/serin/treonin. I AHR2 
fra blant annet killifisk, regnbueørret, rød havbrasme, sebrafisk og tomcod mangler den glutamin-rike 
delen som er forbundet med transaktivering hos pattedyr (Abnet et al. 1999b; Karchner et al. 1999; 
Roy & Wirgin 1997; Tanguay et al. 1999; Yamauchi et al. 2005), og det har blitt foreslått at den 
ekstreme sensitiviteten som finnes hos enkelte fiskearter kan være en konsekvens av mangel på et 
område med høyt innehold av glutamin (Yamauchi et al. 2005). I motsetning til AHR2-variantene så 
inneholder AHR1 ofte en glutamin-rik del, og dette gjenspeiler den evolusjonære utviklingen hvor 
AHR1 og AHR i pattedyr er ortologe proteiner. Hos AHR2 fra torsk ble det observert et område med 
høyt innhold av sure aminosyrer og en lengre del med høyt innhold av prolin, serin og treonin etter et 
mønster som ligner det som ble observert i rød havbrasme (Yamauchi et al. 2005). Forskjellige deler 




er involvert i binding og rekruttering av koaktivatorer eller korepressorer (Flaveny et al. 2008). Det ble 
vist at det glutamin-rike område i AHR fra menneske er nødvendig for ligandaktivering av 2,3,7,8-TCDD, 
men var mindre viktig i AHR fra mus hvor underdomenet med sure aminosyrer også er involvert i 
binding til koaktivatorer (Flaveny et al. 2008). At AHR2 fra torsk ikke inneholder et glutamin-rikt 
område indikerer at transaktivering er forbundet med andre deler av reseptoren enn det som blir 
observert i menneske og mus. En interessant detalj er at det ble observert et LxxLL motiv i den C-
terminale delen (L553-L557) som ser ut til å være unikt for AHR2 fra torskefisk. Motivet ble også 
observert i AHR1 fra ulike fiskearter. Ettersom LxxLL-motivet er involvert i binding av reseptorprotein 
til blant annet koaktivatorer, kan det tenkes at AHR2 fra torsk og andre torskefisker har interaksjoner 
med andre proteiner som er med på å regulere aktivitet av enten AHR2 eller andre reseptor-protein, 
som er ulik fra andre fisk og vertebrater. I tillegg til LxxLL-motiver ble det i den C-terminale delen også 
oppdaget at sekvensen til torskefiskene inneholdt en lengre del som besto av flere repeterende 
sekvenser. Det har ikke lykkes å identifisere tilsvarende sekvens i andre organismer, men sammen med 




AHR som reseptorprotein og transkripsjonsfaktor ble først oppdaget i arbeid hvor blant annet 2,3,7,8-
TCDD hadde blitt vist å induserte cytokrom P450-enzymet aryl hydrokarbon hydroksylase (AHH, senere 
identifisert som CYP1A1) i ulike organismer (Poland & Glover 1973; Poland & Glover 1974). Det ble 
observert at binding av radioaktivt merket 2,3,7,8-TCDD ([3H]TCDD) bandt til en komponent i 
levercytosol og at binding av andre forbindelser samsvarte med potensialet for å indusere av AHH in 
vivo (Poland et al. 1976). Ved bruk av [3H]TCDD og fraksjonering av cytosol (ved bruk av blant annet 
sukrosegradienter) ble det fra lever identifisert et reseptorkompleks (ah reseptor, AHR) som kunne 
binde 2,3,7,8-TCDD (Okey et al. 1979). Ulike deler av den ligandinduserte mekanismen ble videre 
kartlagt, inkludert translokalisering av AHR, DNA-binding og transkripsjon av målgenet AHH (Denison 
et al. 1984). Senere ble reseptoren isolert og det var mulig å bestemme deler av aminosyresekvensen 
(Bradfield et al. 1991), som videre lå grunnlaget for kloning av cDNA-sekvensen til AHR fra mus 
(Burbach et al. 1992). Det ble tidlig foreslått å bruke CYP1A1-aktivitet i cellelinjer for deteksjon av 
2,3,7,8-TCDD (Poland et al. 1976), og på bakgrunn av det som var kjent om AHR og mekanismen bak 
ligandindusert uttrykking av blant annet CYP1A1, var det nå mulig kvantifisere ligandbinding og 
aktivering ved bruk av ulike reportersystem. Blant annet ble det utviklet ulike cellelinjer som inneholdt 




1996; Postlind et al. 1993). Dette systemet ofte kalt kjemisk aktivert luciferase-genuttrykking (CALUX), 
var en ny og sensitiv metode for å detektere og kvantifisere dioksinlignende og andre forbindelser, 
som ble også utviklet i cellelinjer fra fisk (Richter et al. 1997). CALUX har blitt videre optimalisert de 
siste årene (Brennan et al. 2015; He et al. 2011; Zhao et al. 2010), og er i stand til å detektere svært 
lave konsentrasjoner av 2,3,7,8-TCDD (10-13 M). En annen metode for deteksjon og aktivering av 
dioksinlignende forbindelser er immunoassay basert på AHR. Et eksempel er AH immunoassay hvor 
AHR fra cytoplasmisk ekstrakt fra leverceller (marsvin) brukes sammen med ARNT for å detektere 
dioksinlignende forbindelser (Casado et al. 2006). Dette systemet fungerer ved at ligandbundet 
AHR/ARNT-kompleks binder til oligonukleotider som inneholder XRE, og ubundet kan AHR/ARNT 
vaskes vekk. Aktiveringen detekteres så ved å bruke antistoffer mot ARNT.  
Det ble også tidlig foreslått og bruke CYP1A som biomarkør for forurensning i fisk (Payne & Penrose 
1975; Payne 1976), og de tidligste arbeidene på torsk som involverte AHR-signalisering var i forbindelse 
med kartleggingen av cytokrom P450-enzymer. Fra torsk eksponert for BNF ble det fra lever isolert 
ulike fraksjoner av P450-enzymer hvor den viktigste fraksjonen besto av hovedsakelig av CYP1A 
(Goksøyr 1985; Goksøyr & Förlin 1992). CYP1A og etoksyresorufin-O-deethlyase (EROD)-aktivitet har 
blitt en veletablerte biomarkør i fisk (Whyte et al. 2000), og brukes også i torsk som biomarkør for blant 
annet PAH-forbindelser (Abrahamson et al. 2008; Sundt et al. 2012). 
 
 Ligandaktivering av ulike forbindelser i torskAHR2 
For å undersøke ligandaktivering av AHR i fisk har en CALUX-lignende metode vært den foretrukne 
metoden, hvor COS-cellelinjer med AHR/ARNT og et reporter-gen har vært benyttet. Dette systemet 
er, med visse forbehold, også sammenlignbart med metoden brukt i denne oppgaven. I tillegg har 
spesifikk bindingsaffinitet ofte vært undersøkt ved å bruke sedimentering av AHR inkubert sammen 
med [3H]TCDD  på en sukrosegradient, men dette ble ikke undersøkt i denne oppgaven. 
 I studier hvor det har blitt undersøkt dose-avhengig respons, er maksimal aktivering normalt fra 10 til 
100 nM 2,3,7,8-TCDD og laveste aktivering fra 10 til 100 pM, selv om dette varier mellom AHR fra ulike 
arter og metode (Abnet et al. 1999b; Bak et al. 2013; Doering et al. 2015; Karchner et al. 2005). 
Forbindelsen 2,3,7,8-TCDD er regnet som referanse-forbindelsen i forsøk med AHR og har blitt 
benyttet i de fleste studier av AHR i fisk. 2,3,7,8-TCDD har også vist å indusere EROD-aktivitet i lever i 
torsk (Hektoen et al. 1994). Av praktiske årsaker ble 2,3,7,8-TCDD ikke benyttet i denne oppgaven. Det 
ble derfor valgt å bruke en annen forbindelse, formylindolo[3,2-b]carbazol (FICZ). Denne forbindelsen 
ble først oppdaget som en mulig ligand, ved at UV-eksponert tryptofan ga produkter med høy affinitet 




rotte sammenlignet med 2,3,7,8-TCDD, og både i amfibier og fugler er responsen for FICZ sterkere 
sammenlignet med 2,3,7,8-TCDD in vitro (Farmahin et al. 2014; Laub et al. 2010; Rannug et al. 1987). 
FICZ har også vist å binde både AHR1b og AHR2 fra sebrafisk, og induserer flere cyp1-gener, 
hovedsakelig gjennom AHR2 (Jönsson et al. 2009). FICZ oppfyller kriteriene for å bli regnet som et 
endogent signalmolekyl, og er involvert i en rekke biologiske prosesserer, blant annet adaptive 
responser til UV-lys (Smirnova et al. 2016). Det har blitt foreslått at hovedfunksjonen til AHR er binding 
til endogene forbindelser som FICZ, og ikke som et sensorprotein for eksogene forbindelser og 
nedbrytningen av disse (Smirnova et al. 2016). Ved eksponering for FICZ ble det observert at torskAHR2 
var relativt sensitiv med en signifikant aktivering ved 6,4 pM, som er innenfor det som blir observert 
med 2,3,7,8-TCDD. Ettersom denne konsentrasjonen var den laveste som ble benyttet, er det 
sannsynlig at torskAHR2 også aktiveres ved enda lavere FICZ-konsentrasjoner. At torskAHR2 aktiveres 
av denne forbindelsen ved svært lave konsentrasjoner åpner en mulighet for at FICZ er en endogen 
ligand også i torsk. LaksAHR2β som ble brukt som sammenligning var mindre sensitiv, hvor minste 
aktivering var ved 160 pM, men laksAHR2β hadde en tre ganger høyere maksimal aktivering 
sammenlignet med torskAHR2. Dette er i tråd med hva som ble observert av Hansson og Hahn (2008) 
ved eksponering av laksAHR2β for 2,3,7,8-TCDD, hvor laksAHR2β var lite sensitivitet men hadde høy 
maksimal respons.  
I tillegg til FICZ ble det testet ut flere andre forbindelser som har vist å kunne indusere CYP1A eller 
forårsake AHR2-medierte effekter i fisk. Den polyklorerte bifenylen PCB-126 er en utbredt 
kontaminant, og den dominerende dioksin-lignende forbindelsen i torskelever (Julshamn et al. 2013). 
Eksponering for PCB-126 resulterer i blant annet hjertedeformiteter og redusert 
svømmeblærefunksjon i fisk, effekter som hovedsakelig er mediert gjennom AHR2 (Clark et al. 2010; 
Jönsson et al. 2012). På bakgrunn av dette var PCB-126 forventet å være en relativ sterk AHR-agonist. 
I gen-reporterforsøk tilgjengelig fra fisk er det stor variasjon i PCB-126 i sensitivitet. I ulike arter av stør 
(A. transmontanus og A. fulvescens) er laveste aktivering av AHR2 ved 0,1-0,3 nM og responsen flater 
ut ved 100 nM. AHR2 fra rød havbrasme (P. major) har derimot vist å være veldig lite sensitiv for PCB-
126 (sammenlignet med 2,3,7,8-TCDD) (Bak et al. 2013). I denne oppgaven var minste aktivering av for 
torskAHR2 ved 80 nM PCB-126, som tyder på torsk heller ikke er spesielt sensitiv for denne 
forbindelsen via AHR2. Det ble ikke observert aktivering av laksAHR2β etter eksponering for PCB-126, 
og dette kan være et resultat av den lave sensitiviteten for laksAHR2β-varianten som beskrevet 
tidligere.  
Polyaromatiske hydrokarboner er en annen gruppe av forbindelser som er utbredt i akvatiske miljøer, 
og i denne oppgaven ble det undersøkt aktivering av AHR2 for to ulike PAH-forbindelser. 




perikardialt ødem i sebrafisk og induserer CYP1A, delvis mediert gjennom AHR2 (Incardona et al. 2011). 
B(a)P er et kjent pro-carcinogen i pattedyr, hvor AHR-mediert biotransformasjon fører til blant annet 
dannelsen av det reaktive og mutagene mellomproduktet benzo(a)pyren-7,8-diol-9,10-epokside og 
har i sebrafisk vist å kunne forårsake morfologiske deformiteter i de påfølgende generasjonene 
(Corrales et al. 2014; Shimizu et al. 2000). Av de syv ulike forbindelsene som ble undersøkt i denne 
oppgaven, var det B(a)P som ga den sterkeste aktivering for torskAHR2. I motsetning til det som ble 
observert for enkelte andre forbindelser, nådde ikke B(a)P et platå, og dette betyr at eksponering for 
høyere konsentrasjoner trolig vil resultere i en enda høyere aktivering. B(a)P-eksponering ga både høy 
maksimal aktivering og aktiverte AHR2 ved relativt lave konsentrasjoner, og indikerer at torsk kan være 
følsom for tyngre PAH-forbindelser (som B(a)P). Den andre PAH-forbindelsen som ble undersøkt var 
fenantren. Denne forbindelsen har tidligere vist å indusere CYP1A i marin medaka- (O. melastigma) og 
sebrafisk-embryo, men ikke i torskelever (Goksøyr et al. 1986; Incardona et al. 2005; Mu et al. 2012). 
Selv om indusering av CYP1A hovedsakelig skjer gjennom AHR, har toksiske effekter forårsaket av 
fenantren vist å være AHR-uavhengig (Incardona et al. 2005). Fenantren induserer CYP1A i mange 
fiskearter, men det ble ikke observert aktivering av enten torskAHR2 eller laksAHR2β. Dette tyder på 
at fenantren er en svak eller ikke er en agonist for AHR2 fra torsk, som samsvarer med mangel på 
induksjon av CYP1A i torskelever. Det har likevel blitt observert at fenantren oppregulerte cyp1a i 
hodenyreceller fra torsk (i cellekultur) (Holen & Olsvik 2014). Dette kan skyldes en AHR2-uavhengig 
respons, eller være et resultat av forskjellige metoder med bruk av ulike vev. Holen og Olsvik (2014) 
viste med bruk av western blot og antistoffer for AHR, at et protein på 110-120 kDa ble oppregulert av 
fenantren i hodenyreceller. Det ble samtidig observert at ahr2-transkripsjon ikke økte, som kan tyde 
på at AHR1b har en rolle i responsen til fenantren og andre lettere hydrokarboner. 
De to siste forbindelsene som ble brukt i denne oppgaven tilhører flavonoidene, en stor og divers 
gruppe av forbindelser som finnes i blant annet planter, og som regulerer en rekke enzymer involvert 
i fase I- og fase II-biotransformasjon (Moon et al. 2006). ANF er en syntetisk flavonoid som er vist å 
indusere CYP1A i sebrafisk embryo, men som inhiberer CYP1A-aktivitet i marin medaka og 
regnbueørret (Hodson et al. 2007; Mu et al. 2012; Timme-Laragy et al. 2007). Det ble ikke ble observert 
aktivering av denne forbindelsen, som tyder på at også denne forbindelsen enten er en svært svak eller 
ikke en agonist for torskAHR2 og laksAHR2β. Ettersom ANF har vist å ha antagonistiske egenskaper i 
tidligere forsøk gjennom inhibering av CYP1A-aktivtet, kan det også være at den binder AHR men ikke 
forårsaker videre aktivering og indusering av reportergenet. BNF er en annen syntetisk flavonoid som 
har vært mye benyttet som testforbindelse i forsøk med cytokrom P450-enzymer og karakterisering 
AHR-signalveien. I in vivo forsøk med torsk er BNF vist å indusere økt CYP1A-nivå i lever (Goksøyr 1985). 




affinitet for AHR1 og AHR2 fra killifisk, sammen med AHR fra pattedyr (Eide et al. 2014; Karchner et al. 
2002). Ikke uventet ble det observert høy aktivering av både torskAHR2 og laksAHR2β, og BNF ga en 
fin dose-avhengig respons over et bredt spekter av konsentrasjoner. Det ble derfor valgt å bruke denne 
forbindelsen i de innledende forsøkene hvor ulike reseptor-varianter ble undersøkt og for 
metodeoptimaliseringen. I motsetning til FICZ, PCB-126 og B(a)P, som ga relativt forskjellige aktivering 
mellom torskAHR2 og laksAHR2β, ga BNF en relativ lik respons over alle konsentrasjoner. Tidligere 
arbeid fra laks og regnbueørret har vist at AHR2β-variantene fra disse artene er mindre sensitive for 
2,3,7,8-TCDD og er forårsaket av en endring fra glutamat til lysin i aminosyre 110 (hos laks) (Andreasen 
et al. 2002b; Hansson & Hahn 2008). Tilsvarende ble observert for FICZ, B(a)P og muligens også PCB-
126, og det er derfor interessant at laksAHR2β ser ut til å være tilsvarende sensitiv som torskAHR2 for 
BNF. Soshilov og Denison (2014) viste at effekten på aktivering av AHR som oppstår ved mutering av 
kritiske aminosyrer for ligandbinding (i LBD), var avhengig av de spesifikke ligandene som ble 
undersøkt. Det kan derfor tenkes at mutasjonen i laks og regnbueørret AHR2β som forårsaker lav 
sensitivt også er en ligandspesifikk effekt, selv om den kritiske aminosyren i dette tilfellet ikke er 
lokalisert i det ligandbindende domenet.  
Det har i denne oppgaven blitt vist at AHR fra torsk aktiveres av en rekke ulike ligander kjent for å binde 
og aktivere AHR, og som blant annet induserer biotransformasjonsenzymet CYP1A. Dette indikerer at 
torskAHR2 trolig fungerer som et sensormolekyl for eksogene forbindelser, på lik linje med det som er 
kjent fra andre fiskearter. En videreføring av arbeidet i denne oppgaven på ligandaktivering, kan 
sammen med effekter på gen- og proteinnivå, bidra til en mer helhetlig forståelse av mekanismene 
bak AHR/CYP1A-signalisering i torsk. På et høyere plan vil dette kunne øke kunnskapen og hvordan 
torsken reagerer på eksponering for miljøgifter og bidra til en bedre og mer helhetlig forvaltning av 
denne viktige teleosten. 
 
 Vurdering av metoder 
 Genreporter-systemet brukt i denne oppgaven 
For å undersøke ligandbindende og transaktiverende egenskaper til AHR2 ble det brukt et Gal4/UAS 
genreporter-system. Dette er et system som er veletablert for reseptorkarakterisering av 
kjernereseptorer, men i mindre grad har vært brukt for å karakterisere AHR. Det vil videre diskuteres 
fordeler og ulemper med dette systemet sammenlignet med AHR/ARNT/XRE-system nevnt tidligere. 
Fordelen med Gal4/UAS-systemet er at det er uavhengig av ARNT og XRE. Det er ikke nødvendig å 
klone eller uttrykke ARNT, som er en fordel hvis det ikke er en arts-spesifikk ARNT tilgjengelig, hvor 




for XRE, vil systemet i liten grad påvirkes av eventuelle endogen AHR i cellelinjen som blir brukt. 
(Andreasen et al. 2002b) observerte at ligandaktivering av regnbueørretAHR2 var avhengig av hvilke 
CYP1A responselement (fra ulike arter) som ble brukt til å drive reporter-genet. Ved å alltid bruke 
samme responselement (UAS), vil eventuelle artsspesifikke effekter av binding til responselementet 
kunne utelukkes. Det har blitt vist i denne oppgaven og i tidligere arbeid, at Gal4-DBD-AHR kan 
aktiveres av kjente AHR-agonister (Backlund & Ingelman-Sundberg 2004), men det er ikke usannsynlig 
av mangel på ARNT eller XRE, likevel vil kunne påvirke resultatene. En sammenligning mellom 
ligandaktivering i et Gal4/UAS-system og AHR/ARNT/XRE-system vil øke gyldigheten av metoden brukt 
i denne oppgaven.  
For anvendelsen av Gal4/UAS-systemet i ligandaktivering av svake AHR-agonister og deteksjon av 
forbindelser ved lave konsentrasjoner, er høy sensitivitet nødvendig. En rekke faktorer kan tenkes å 
påvirke sensitiviteten til denne metoden, blant annet eksponeringstid. Det ble i denne oppgaven bruk 
24 timer eksponering, men i andre studier har kortere tid vist å gi høyere aktivering. Backlund og 
Ingelman-Sundberg (2004) observerte at ligandaktivering av Gal4-DBD-AHR fra rotte var høyere ved 
eksponering i 12 timer sammenlignet med 24 timer for 2,3,7,8-TCDD. I et CALUX-system (tilpasset for 
dioksinlignende forbindelser) ble det vist at B(a)P ga en høyere respons etter 6 timer eksponering 
sammenlignet med 24 timer, trolig som følge av B(a)P ble metabolisert over tid (Pieterse et al. 2013). 
Ettersom opptak og metabolisme vil avhenge av egenskaper til hver enkelt forbindelse, kan det være 
nødvendig å tilpasse eksponeringstid for ulike stoffgrupper.  
Valg av cellelinje kan være viktig for å oppnå sensitiv og maksimal ligandaktiveringen. COS-7-cellelinjen 
som ble brukt i ligandaktiveringsforsøkene har tidligere vært brukt for reseptorkarakterisering ved 
bruk av Gal4/UAS-systemet med PXR (Bainy et al. 2013; Lille-Langøy et al. 2015). COS-7-celler har også 
vært brukt for karakterisering av ligandbinding og transaktivering for AHR fra en rekke fiskearter 
(Abnet et al. 1999a; Andreasen et al. 2002a; Doering et al. 2015; Hansson & Hahn 2008; Karchner et 
al. 2002; Karchner et al. 2005; Tanguay et al. 1999). Selv om COS-7-cellelinjen er veletablert for 
reseptorkarakterisering er det mulig at metoden som ble brukt i denne oppgaven kan forbedres ved å 
bruke en annen cellelinje. (Backlund & Ingelman-Sundberg 2004) viste for eksempel at aktivering av 
Gal4-DBD-AHR (AHR fra rotte) av 2,3,7,8-TCDD var avhengig av cellelinje. Mens det i H4IIE fra rotte og 
HepG2 fra menneske ble observert 22- og 15-fold aktivering, ble det i Hepa1-C12 fra mus kun observert 
en 3-fold aktivering i forhold til kontrollen. Ettersom ligandbinding og aktivering av AHR er avhengig av 
blant annet kofaktorene HSP90, XAP og p23, er det er mulig at hvis kofaktorene tilstede i COS-7-cellene 
ikke binder optimalt vil dette påvirke resulatene. Ved bruk av torskAHR2 eller torskAHR2 ΔAA1-36 ble 
det observert et bakgrunns-signal av luciferase som var betydelige høyere enn for resten av AHR2-




omtrent halvparten så høyt bakgrunns-signal som torskAHR2. De 36 første aminosyrene er i musAHR 
involvert i binding til HSP90, kjerneimport og DNA-binding. Dette indikerer at noe av bakgrunns-
signalet kan tillegges funksjoner i aminosyre 1-36, enten gjennom direkte interaksjoner med 
kofaktorer eller gjennom endringer i strukturen til fusjonsproteinet. Det finnes flere eksempler på 
tilfeller hvor det blir observert liganduavhengig aktivering av AHR, blant annet hvor AHR som mangler 
PAS B og har redusert evne til å binde HSP90, dimeriserer med ARNT og binder DNA (Soshilov & 
Denison 2008). Mangel på kofaktoren p23 har også vist å resultere i ligand-uavhengig aktivering og 
DNA-binding for AHR (Kazlauskas et al. 1999; Kazlauskas et al. 2001). Til tross for det var mer enn 
hundre ganger høyere bakgrunns-signal for torskAHR2 sammenlignet med laksAHR2β, var aktiveringen 
ved BNF-eksponering omtrent like, noe som viser at systemet fremdeles er egnet som modell for å 
måle ligandaktivering. Det ble også observert at ved å øke masseforholdet mellom reseptorplasmidet 
og reporterplasmidet så økte aktiveringen av torskAHR2, samtidig som bakgrunns-signalet ble 
redusert. Det er uvisst om den observerte økning i aktivering er en konsekvens av lavere bakgrunnsnivå 
eller om det er andre faktorer som er avgjørende. Det ble for laksAHR2β observert det motsatte, hvor 
et lavere masseforhold ga høyere aktivering. Dette kan tyde på at under normale omstendigheter er 
reseptoren den begrensende faktoren, og økt mengde reseptor gir et høyere signal. 
En siste faktor som kan påvirke ligandaktivering, er temperatur. Det ble observert at aktiveringen av 
AHR økte i CALUX-system hvor cellene ble eksponert for 2,3,7,8-TCDD ved 33°C sammenlignet med 
eksponering ved 37°C, en effekt som ble forklart ved at reportergenet (luciferase) har høyere aktivitet 
ved lave temperatur (Zhao et al. 2010). Ettersom det i denne oppgaven også ble brukt luciferase som 
reportergen, kan dette være relevant også her. Sammen med faktorene beskrevet over viser dette at 
det er en rekke parametere som kan påvirke hvor godt ulike genreporter-systemer fungerer.  
 Bruk av ulike Gal4-DBD-AHR2-varianter for ligandaktivering 
Det ble valgt å bruke fire forskjellige varianter av Gal4-DBD-AHR2 fra torsk og laks i 
ligandaktiveringsforsøkene. Det har tidligere blitt vist at PXR fra sebrafisk ga en høyere aktivering når 
det ble brukt en kortere variant uten DBD i Gal4/UAS-systemet, sammenlignet med full-lengde PXR i 
et system hvor reporterplasmidet kontrolleres av en promotor med CYP3A responselement (Bainy et 
al. 2013). Kjernereseptorer som PXR har en annen organisering enn AHR, hvor LBD strekker seg over 
en større del av proteinet sammenlignet med AHR. Det var derfor knyttet usikkerhet til hvorvidt 
kortere AHR-fragmenter fremdeles ville inneha ligandbindende og aktiverende egenskaper i Gal4/UAS-
systemet. Det har tidligere blitt vist at kortere fragmenter av AHR som inneholder det ligandbindende 
domenet kan binde til ligander (Soshilov & Denison 2008; Tsuji et al. 2014). I tråd med dette ble det 
observert at både LBD alene og LBD og PAS A aktiveres av BNF, men i motsetning til kjernereseptorer 




AHR uten de første 36 aminosyrene hadde tidligere blitt vist å fungere med Gal4-AHR (Backlund & 
Ingelman-Sundberg 2004), og tilsvarende ble derfor konstruert for torskAHR2 og laksAHR2β. Det ble 
også valgt å bruke hele lengden av AHR2 fra torsk og AHR2β fra laks for å se om de første 36 
aminosyrene ga en høyere eller lavere aktivering enn fullengde, men det ble ikke observert en forskjell 
mellom de to lengste variantene. På grunn av begrenset med tid var det bare anledning til å undersøke 
de ulike AHR2-variantene ved eksponering for BNF. Selv om BNF er en veletablert AHR-agonist er det 
mulig at andre ligander hadde gitt en annen respons for de kortere variantene.  
 
 Amplifikasjon 
I denne oppgaven var det ikke mulig å amplifisere et sammenhengende fragment av AHR2 fra torsk. 
En vellykket PCR-reaksjon er avhengig av flere faktorer, blant annet et bra templat. Leveren er et viktig 
organ for biotransformasjon i fisk og ble derfor brukt som utgangspunktet for isolering av total RNA. 
RNA fra lever som ble fryst og homogenisert senere hadde lave A260/280-verdier sammenlignet med RNA 
fra vev som ble homogenisert direkte. A260/230-verdiene var noe bedre ved direkte homogenisering 
sammenlignet med direkte nedfrysning, men A260/230 for lever var generelt lavere enn for hjerte. Ved 
bruk av gel-elektroforese ble det observert en del bakgrunnsignal fra prøver som ble fryst direkte, som 
kan tyde på en noe lavere RNA-integriteten i disse prøvene. En egenskap til torskelever er at den er 
særdeles fettrik, og dette kan tenkes å kunne påvirke isoleringen av RNA. Dette kan forklare lavere 
renhet (A230/260) som var lav for samtlige leverprøver, men ikke lav A260/280  eller RNA-integritet ettersom 
dette ble forbedret ved å bruke direkte homogenisering.  
For å utelukke at kvaliteten på isolert RNA og eller lav uttrykking av AHR2 i lever påvirket 
amplifiseringen av AHR2, ble RNA isolert fra hjerte. Studier har vist at AHR2 er uttrykt i både hjerte og 
lever i mange arter (Abnet et al. 1999b; Hansson et al. 2003; Hansson et al. 2004; Hansson & Hahn 
2008; Karchner et al. 1999; Lu et al. 2013; Yamauchi et al. 2005). Roy og Wirgin (1997) observerte at 
uttrykking av AHR2 i tomcod var relativ lav i lever sammenlignet med andre vev som gjeller og hjerte. 
I fisk er hjerte blant de mest utsatte organene for toksisitet forårsaket av dioksinlignende forbindelser, 
og har ofte en høy uttrykking av AHR2 (Lu et al. 2013; Roy & Wirgin 1997; Yamauchi et al. 2005). I 
denne oppgaven ga isolering fra hjerte, høyere renhet enn fra lever, men til tross for dette var det ikke 
mulig å amplifisere hele AHR2, som tyder på andre faktorer var viktigere. En årsak kan være at det ble 
brukt ufullstendig cDNA i PCR-reaksjonen. En utfordring med kloning av lange transkripter er å 
syntetisere fullstendig cDNA (Hawkins et al. 2003). Den første metoden for cDNA-syntese som ble 
brukt i denne oppgaven ga utilstrekkelig amplifisering av lengre fragmenter. Det ble derfor byttet til 
SuperScript III RT, og dette enzymet ga bedre resulter og amplifisering av lange fragmenter. Ved bruk 




ikke LBD+pasA (223-1318). Ved bruk av denne type primere, blir cDNA syntetisert fra polyA-halen på 
mRNA, og PCR av de kortere fragmenter 5’ i sekvensen er avhengig av fullengde cDNA. Dette sammen 
med at det ble amplifisert et fragment på 2612 basepar på et senere tidspunkt tyder på at det ble 
dannet fullstendig cDNA. Til tross for isolert RNA av høy kvalitet og en mer effektiv cDNA-syntese, var 
det likevel ikke mulig å amplifisere fullengde-fragmenter av torskAHR2 fra cDNA. En vellykket PCR-
reaksjon er avhengig av en rekke faktorer, blant annet primere og temperatur i ulike steg av 
reaksjonen. Det ble forsøkt med flere ulike primerpar som hver for seg var effektive i amplifisering av 
kortere fragmenter, i tillegg til amplifisering av torskAHR2 fra plasmid. Annealing-temperaturen er 
spesielt viktig for å oppnå spesifikk primerbinding, og temperaturen ble variert over et bredt område 
rundt det som ble beregnet (teoretisk) som optimal temperatur for primerne. Ettersom heller ikke 
dette ga resultater i forbindelse med amplifisering av fullengde AHR2, tyder dette på en annen bakom-
liggende årsak. En slik årsak kan være et høy innehold av visse nukleotider. Sekvensen for AHR2 
inneholder flere områder hvor det er et høyt innehold av GC (>60%). Utfordringen med et høyt 
innehold av GC er at det fører til økt smeltepunkt og hvor det kan dannes stabile sekundærstrukturer 
som fører til terminering av PCR reaksjonen. Det finnes en rekke tilsetningsstoffer som har vist å 
forbedre PCR-amplifikasjon av DNA med høyt innehold GC (Mammedov et al. 2008). I denne oppgaven 
ble det brukt betain og trehalose i amplifisering av LBD sammen med økt lengde for første 
denatureringssteg, men dette ga ikke forbedret amplifisering av lengre fragmenter. Selv om forlenget 
denaturering eller tilsetning av ulike forbindelser ikke forbedret reaksjonen, kan det ikke utelukkes at 
problemene med å amplifisere fullengde AHR2 skyldes et høyt innhold av GC i sekvensen, gjerne i 
















I denne oppgaven ble AHR2 fra atlanterhavstorsk klonet og sekvensert. Det ble vist at den kodende 
sekvensen for AHR2 består av 3384 nukleotider, og som av strukturelle eller andre årsaker er vanskelig 
å amplifisere med PCR. Den kodende sekvensen for torskAHR2 utgjør et predikert protein som er 
relativt stort sammenlignet med mange andre fiskearter. Sammenstilling med andre AHR2 protein fra 
fisk, har vist at AHR2 i torsk er relativt godt konservert i bHLH- og PAS-domenet og viktige aminosyrer 
forbundet med DNA- og ligand-binding er konservert. Den C-terminale delen som involverer 
transaktivering er i mindre grad konservert, og har vist å inneholde elementer som så langt er unike i 
torskefisk. Sammenligning av torskAHR2 med AHR2 fra tomcod og et ufullstendig AHR2-fragment fra 
polartorsk viste en høy grad av konservering blant torskefisk. På bakgrunn av den klonede sekvensen 
har det blitt utviklet et genreporter-system som har vist at AHR2 er et funksjonelt protein som innehar 
evnen til å binde og aktiveres av ulike ligander med forskjellig strukturer in vitro. I gen-reporter-
systemet aktiveres AHR2 av kjente agonister, som benzo(a)pyren, β-naftoflavon, PCB-126 og 
formylindolo[3,2-b]carbazol  (FICZ). På bakgrunn av egenskapene til torskAHR2 og det som er kjent fra 
andre fiskearter, er torskAHR2 trolig et sensormolekyl for eksogene forbindelser som regulerer CYP1A 
og andre biotransformasjonsenzymer. AHR2 i torsk aktiveres samtidig av svært lave konsentrasjoner 
av den endogene forbindelsen FICZ, som indikerer at proteinet også kan en fysiologisk rolle utenom å 
være en xenosensor. I hvilke grad AHR2 faktisk har slike roller i torsk vil kreve videre arbeid.  
 
 Fremtidig arbeid 
I denne oppgaven har det blitt vist at AHR2 fra torsk kan binde og aktiveres av en rekke ligander in 
vitro. Hvilke aminosyrer og strukturer i torskAHR2 som bestemme spesifikk ligandbinding er derimot 
ukjent. Det finnes flere studier hvor ligandbinding til det ligandbindende domenet i AHR har vært 
undersøkt ved hjelp av modellering (Bisson et al. 2009; Pandini et al. 2009). Dette kan sammen med 
for eksempel mutasjon-studier være et nyttig verktøy for å forstå hvilke strukturer og aminosyrer som 
bestemmer de ligandbindende egenskapene til en reseptor. Selv om dette ikke ble brukt i denne 
oppgaven, vil det være av fremtidig interesse å utvikle en struktur/bindings-modell for torskAHR2 for 
i å større grad forstå hvilke faktorer som er avgjørende for binding og aktivering.  
Ettersom det eksisterer minst to AHR i torsk vil det være av interesse å undersøke hvilke rolle de ulike 
variantene har (AHR1b og AHR2), både som sensormolekyl for eksogene stoffer og en eventuell 




aktiveres av ulike ligander. Neste steg vil kunne være å klone og karakterisere AHR1b, og undersøke 
om også denne reseptoren binder og aktiveres av kjente AHR-agonister.  
For å gjøre kunnskapen fra ligandaktiveringsforsøkene mer relevant og kunne forstå responser på 
høyere nivåer, vil det være nyttig å supplere ligandbinding med responser på gen- eller protein-nivå. 
Dette kan være viktig ettersom som det har blitt observert at 2,3,7,8-TCDD regulerer ulike sett av gener 
i hepatocytter fra mus, menneske og rotte, og i hepatocytter fra mus som uttrykker menneskeAHR 
(Flaveny et al. 2010; Forgacs et al. 2013). En måte å undersøke responser på gen- eller protein-nivå, 
uten å måtte eksponere hele fisk, er bruk av for eksempel cellekulturer eller vev fra torsk.  Både 
primære hepatocytter fra lever og leverskiver fra torsk har vist å kunne brukes for å undersøke 
cellulære responser ved eksponering til forbindelser som binder AHR (Eide et al. 2014; Søfteland et al. 
2010). En bedre forståelse for hvilke mekanismer som er involvert i regulering av biotransformasjon 
og andre systemer vil øke kunnskapen om hvordan sensorsystemer og forsvarsmekanismer i ulike 
organismer fungerer og har utviklet seg over tid. Å forstå hvordan torsk og andre arter responderer til 
miljøet rundt seg, deriblant ved påvirkning av miljøgifter vil være viktig for å kunne forvalte disse artene 
på en god måte.   
I denne oppgaven ble det vist at Gal4/UAS-systemet kan brukes for å undersøke ligandaktivering av 
AHR2 i torsk. Det har her blitt beskrevet flere ulike faktorene som kan påvirke ligandaktivering i ulike 
reporter-system. På bakgrunn av dette vil parametere som eksponeringstid og temperatur sammen 
med valg av cellelinje være av fremtidig interesse for å oppnå et Gal4/UAS-system med høyere 
sensitivitet og aktivering, og for deteksjon av svake AHR-agonister. 
Som i mange andre studier hvor det har blitt studert ligandbinding, ble det i denne oppgaven benyttet 
et reportersystem basert på uttrykking av reportergenet i en cellelinje. Ettersom dette er tidkrevende 
og krever spesielle fasiliteter, er det av interesse å utvikle reportersystemer som ikke avhenger av 
cellelinjer. Det finnes tilgjengelig teknologi som kan brukes til å studere protein og DNA-interaksjoner 
i et cellefritt miljø. En slik teknologi er AlphaLisa (PerkinElmer), som har blitt brukt blant annet for å 
bestemme binding av transkripsjonsfaktoren varmesjokk faktor 1 (HSF1) til DNA, men som også kan 
brukes for andre transkripsjonsfaktorer (Vuori et al. 2009). Dette systemet er enkelt og lite tidkrevende 
og er ikke avhengig av å arbeide med cellelinjer. Å utvikle et slikt system for AHR, men også for andre 
ligandinduserte reseptorer vil kunne være nyttig både i arbeid med ligandkarakterisering, og som en 
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Artsnavn  Navn  Isoform  Uniprot/Ensembl* 
Acipenser transmontanus  Hvit stør  AHR1  A0A023PT29 
Acipenser transmontanus  Hvit stør  AHR2  A0A023PRZ8 
Boreogadus saida  Polartorsk  AHR2  B3GE01 
Caenorhabditis elegans  Rundorm  AHR  O44712 
Carassius auratus  Gullfisk  AHR2  E4W694 
Danio rerio  Sebrafisk  AHR2  Q9YGV3 
Danio rerio  Sebrafisk  AHR1a  Q8QGQ3 
Danio rerio  Sebrafisk  AHR1b  Q4U3K9 
Fundulus heteroclitus  Killifisk  AHR2  Q90505 
Fundulus heteroclitus   Killifisk  AHR1  O57452 
Gadus morhua  Atlanterhavstorsk  AHR2  ENSGMOT00000005198* 
Gadus morhua  Atlanterhavstorsk  AHR1b  ENSGMOG00000004692* 
Gallus gallus  Høns  AHR2  A0A0A0V9I6 
Gallus gallus  Høns  AHR  Q9PTI7 
Gallus gallus  Høns  AHR1b  A0A0A0V8Q5 
Homo Sapiens  Menneske  AHR  P35869 
Ictalurus punctatus  Kanalmalle  AHR  W5ULE3 
Microgadus tomcod  Atlantisk tomcod   AHR2  B6E9W5 
Mus musculus  Mus  AHR  P30561 
Oncorhynchus mykiss  Regnbueørret  AHR2a  Q78CN1 
Oncorhynchus mykiss  Regnbueørret  AHR2b  Q9YGE9 
Pagrus major  Rød havbrasme  AHR2  Q4LER2 
Pagrus major  Rød havbrasme  AHR1  Q4LER3 
Salmo salar  Atlanterhavslaks  AHR2b  Q6XPT1 
Salmo salar  Atlanterhavslaks  AHR2a  Q6XPT2 
Salmo salar  Atlanterhavslaks  AHR2d  Q7ZTG9 
Salmo salar  Atlanterhavslaks  AHR2g  Q7ZTG6 
Salmo salar  Atlanterhavslaks  AHR1a  Q6SL85 
Salmo salar  Atlanterhavslaks  AHR1b  Q6SL84 
Takifugu rubripes  Japansk kulefisk  AHR2a  Q4JHL4 
Takifugu rubripes  Japansk kulefisk  AHR2b  Q4JHL3 
Takifugu rubripes  Japansk kulefisk  AHR2c  H2VDH4 
Takifugu rubripes  Japansk kulefisk  AHR1a  Q4JHL6 
Takifugu rubripes  Japansk kulefisk  AHR1b  Q4JHL5 
Xenopus laevis  Afrikansk klofrosk  AHR1a  Q4QY31 





Kodende sekvens for torskAHR2 fra Ensembl (predikert fra genomsekvens). 




































































































































Utvidet sekvenssammenstilling:  
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